TRAITE DE CC£pRATION EN MATIERE DE BR 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

340938/18243 


POUR SUITE voir 13 notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

ADONNER 


Demande Internationale n° 

PCT/FR 00/01747 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

22/06/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

22/06/1999 


Deposant 

ASSOCIATION POUR LE DEVELOPPEMENT DE LA RECHERCHE 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par Tad ministration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a Particle 1 8. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend g feuilles. 

PH II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatrf a I'etat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne la iangue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

| | la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du Hstage des sequences : 

|"X~| contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

[X| deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| | remis urterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

| | remis urterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I I La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni urterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

I I La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a cefles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 



2. 
3. 



PH II a 6te estlme que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas falre I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
| | II y a absence d'untte de I'lnventlon (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le tltre, 

(X| le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

( | Le texte a ete etabli par i'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne l abrege, 

[Y] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai <fun mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des desslns a publier avec I'abrege est la Figure n° 



I I suggeree par le deposant. Q Aucune des figures 

| | parce que le deposant n'a pas suggere de figure. n est a publier. 

| | parce que cette figure caracteiise mieux finvention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) (juillet 1998) 



I 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



£de Internationale No 



FR 00/01747 



C12N15/11 
A61P35/00 



C07K14/435 
C12Q1/68 



C07K14/47 
C07K16/18 



C12N15/10 
G01N33/53 



C12N15/66 
A61K51/00 



Selon la dassif.ca.ion intomationale des bre vets (CIB) ou a la fois setonla dassification natio nal; et la GIB 
B. OOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Dotation SS co^uttj* (systeme de dassification «*. des symbo.es de c.assemen<> 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la 



m6SUre 00 ces documents i**"* des domaines sur tesquels a porte la recherche ' 



STRAND, WPI Data, PAJ, EPO-Internal , BIOSIS, MEDLINE, PASCAL 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant. Indication des 



passages pertinents 



DATABASE EMBL NUCLEOTIDE AND PROTEIN 
SEQUENCES, 

18 aoOt 1998 (1998-08-18), XP002133353 
HINXT0N, GB ai-u^uaim 

AC= AI084125. qf23e08.xl NCI_CGAP_Brn25 
Homo sapiens cDNA clone IMAGE: 1750886 3' 
similar to TR:015871 015871 UBIQUITIN • 
mRNA sequence. EST. 
abrege 

SEQUENCES^ 81 NUCLE0TIDE AND PR0TEIN 
HINXTON^Gb" 7 (1 " 7 " 04 - 18) > XP002133354 

AC= AA354253. EST62518 Jurkat T-cells V 

Homo sapiens cDNA 5' end. 

abrege 

-/- 



PH Voir la d " cadre C pour la fin de la liste des documents 

* Categories spedales de documents cites: 

•A" document definissant I'etat general de la technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

" E " d c^apn2 ^ PUm * 13 date de d ^ international 

"L" document pouyant jeter un doute sur une revendication de 
pnonte ou ate pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 
"O" document se referent a une divulgation orale, aunusaae h 
une exposition ou tous autres moyens 

" P " d °2^® nt P ubli6av ant la date de depot international mais 
posteneurementala d ate de priority revendiquee 

Date a laqueile la recherche Internationale a ete effectivement achevee" 

28 septembre 2000 

Norn et adresse postale de ('administration chargee de la recherche Internationale 

^fj^^^ PB " 5818 * 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl 
Fax: (431-70) 34O-.3016 



no. des revendications visees 



2,3,6,7 



2,6,7 



fX ) Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 

T " d o^ff t nrilS?f J J ^ M la date de d6 P° t international ou la 
date de pnonte et n'appartenenant pas a I'etat de la 

^i 1 ^ Dert,nen . t ' mais cit6 Pour comprendre le principe 
oulatheoneconsttuantlabasedel'invention 

" X " d ^^l5 a ^ Uli6rement P 6 *?"* tion revendiquee ne peut 

Stre consideree comme nouveile ou comme impliquant une activity 
inventive par rapport au document considere isS&nert 
^ m u TLP articu,i t r ? ment P^^t «nven tion revendiquee 
lorsSf t^^SZ comme A irnpiiquant une activite inventive 
d£3£ li^KSE 1 es, t assoc ' 6 aun °u pJusieurs autres 
£S?SE^^ COmWnais0n *™ *» d *** 

document qui fait pa rtie de la meme famille de brevets 
Date <f expedition du present rapport de recherche Internationale 

11/10/2000 

Fonctionnaire autorise 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



de Internationale No 

R 00/01747 



C. (suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorte c 


Identification des documents cites, avecje cas echeant, I'lndicatlondes passages pertinents 


no. des revendications visees 


Y 

A 


FIL1TM0RT A FT Al • "Plnninn and manninn 
ruuiriurxi m . ci ml. , . V/iuiiiiiy aiiu uidppiiiy 


9 ^ 7 




OT lipyo ytrlltr nil 1 Lil cllLUUco a llOVtr 1 MUL 1 cai 


91 9Q 




nrofpin a^oriatpd with ppI 1 






nrnl i "fprat i nn n 

pi \j i i i ci at i vii • 






MAMMAI TAN GFNOMF 

1 IMI II InL X Mil 13 CI i uric , 






vol. 9, no. 12, 1998, page 1032-1035 






XP000890078 






a hrono • *finny*o 1 
dur try tr , 1 lyurtr x 






payer iUOH, LU 1 Uillltr Uc ydUCDtr, Utri il 1 trr 






al inoa -nano 1 fim fn 1 nnno do dr*nito 
al intra pdytr 1U J j , CUIUmltr Uc Ui Ol Ltr, 






ali npa 1 




A 


WO 98 37207 A (HTCKS0N TAN DAVID -IMP 


112 13 

X , 16 , X J , 




CANCER RES TECH (GBV EDWARDS SUSAN 

vsr\iivsi_i\ o i Lull \ \ju j j Lunnivi/j on jnii 


97 ?g-3S 




NICOLA) 27 aout 1998 (1998-08-27) 




nanp ^ 1 i nno 1—10 
payer j, i lyiitr x iv 






page 4, ligne 27 -page 5, ligne 28 






page 18, ligne 28 -page 19, ligne 30 






nanfi 0 fl 1 i nno 1 Q -nana 9 1 i nno 9 Q 

payc cu, i i y iic x:* pdytr i i yric c$ 






pdytr jj, i i yntr i j pdytr jo, i i yntr id 






pdytr jo, i i yntr id pdye 4u, i i gne c.c, 






r\ v onrin 1 oc 1 — *5 

exemp i es x o 




A 
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^ANnRT M T FT Al * "PR^ RFftlll ATF<\ TUF 
oMHUKX r\ X LI ML. r Do fxCbULMICo 1 ML 


1 97 




MTNTMAI PROMOTFR OF TMF UNMAN 
riXHxriML r i\uriuiui\ or InL nuriMti 
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UIMlVcrxoXIT rixLOO, oUi\i\LT, 
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± no v triiiui tr \ xjjkj XX 1j / , pay tr o 






4464-4470, XP002068824 






ISSN: 0305-1048 






u 1 Ltr Udllo 1 d Utrllld! lUfcf 






aui eye 






pdye 4hu7, coi onne ae yaucne, aerm ere 
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1 ^ C Q 




human f nnni cnmflracfl T T a 1 nha nono nrAmft+or 

nuiiidii Lupu 1 bonitri doc xxdipiid yene pr oiiiULcr 


l n 




"in Aftrtf 1 nanra arracloH /**ollc " 

in coin 1 uence arres tea cei is. 


1 9—9 1 
Xc c 1 , 




THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 

111 1 — UUUIMlnL VI U1U LUU iUnL V_/lll_l U J 1 l\ 1 , 


27 29 31 




\/nl 971 nn 99k 
voi. c. i x , no. £0, 




12 juillet 1996 (1996-07-12), pages 






16741-16747, XP002133355 






cite dans la demande 






abrege 






page 16744, colonne de droite, alinea 2 






-page 16746, colonne de gauche, alinea 1 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



# 



!e Internationale No 

R 00/01747 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie c Identification des documents cites, avec.le cas echeant, rtntflcatlondes passages pertinents 



no. des revendications visees 



p,x 



HERZOG C E ANO ZWELLING L A: "Evaluation 
of a potential regulatory role for 
inverted CCAAT boxes in the human 
topoi somerase Ilalpha promoter" 
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, 

vol. 232, 1997, pages 608-612, XP000877157 
cite dans la demande 
page 609, colonne de droite, dernier 
alinea -page 612, colonne de gauche, 
dernier alinea 

LIM K ET AL.: "Reduced level of ATF is 
corel ated with transcriptional repression 
of DNA topoi somerase Ilalpha gene during 
TPA-induced differentiationof HL-60 cells" 
BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY 
INTERNATIONAL, 

vol. 46, no. 1, septembre 1998 (1998-09), 
pages 35-42, XP000900088 
cite dans la demande 
abrege 

page 38, dernier alinea -page 46, alinea 1 

KUBOTETAL.,: "DNA topoi somerase 
Ilalpha gene expression under 
transcriptional control in 
etoposide/teniposide-resi stant human 
cancer cells" 
CANCER RESEARCH, 

vol. 55, 1 septembre 1995 (1995-09-01), 
pages 3860-3864, XP000877419 
cite dans la demande 

page 3861, alinea 3 -page 3864, alinea 1 

DATABASE EMBL NUCLEOTIDE AND PROTEIN 
SEQUENCES, 

3 avril 2000 (2000-04-03), XP002148667 
HINXTON, GB 

AC = AC027319. Homo sapiens chromosome 19 

clone CTC-518P12, WORKING DRAFT SEQUENCE, 

84 unordered pieces. 

HTG; HTGS_DRAFT; HTGS_PHASE1 . 

FROM NT 231122-232485. 

abrege 

HOPFNER R ET AL.,: "ICBP90, a novel 
human CCAAT binding protein, involved in 
the regulation of topoi somerase Ilalpha 
expression." 
CANCER RESEARCH, 

vol. 60 (1), 1 janvier 2000 (2000-01-01), 
page 121-8 XP000884566 
le document en entier 

-/- 



1-5,10, 

12-21, 

27,29,31 



1-5,27 



1-5,27 



14 



1-36 



Ftarmuiaire PCT/1S A/210 (site de la deuxieme feuiDe) (|u3let 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



raw 7 



Internationale No 

R 00/01747 



C. (suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorte c Identification des documents cites, avec.te cas echeant, I'tndlcatlondes passages pertinents 



no. des revendications visees 



p,x 



WO 99 38972 A (CRKVENJAKOV RADOMIR ;J0NES 
WILLIAM LEE (US); STACHE CRAIN BIRJIT () 
5 aout 1999 (1999-08-05) 



SEQ.ID.N.944 
abrege 
page 5-6 
page 55-57 



2,6,7, 
16,20, 
24,26, 
29,30, 
32,35,36 



Focmulaire PCT/ISA/210 (aits ds la doujdftms leuiDe) flu3let 1992) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Infon^^^on patent family members 



onal Application No 

R 00/01747 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO 9837207 



WO 9938972 



27-08-1998 



AU 6300798 A 



05-08-1999 



AU 
AU 
AU 
W0 
WO 
AU 
W0 



2471699 
2095599 
4187499 
9933982 
9958675 
6263999 
0018916 



09-09-1998 



16- 08-1999 
19-07-1999 
29-11-1999 
08-07-1999 
18-11-1999 

17- 04-2000 
06-04-2000 



Form PCT/ISA/210 (patent fam3y annex) (July 1992) 



INTERNA 



AL SEARCH REPORT 



tnterna^^^pipplicatlon No 

PCT/68 98/00551 



A. CLASSIRCATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12N15/63 A61K48/O0 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N C07K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 9 Citation of dooument, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



p.x 

Y 
Y 



GB 2 305 920 A (CANCER RES CAMPAIGN TECH) 

23 April 1997 

cited in the application 

see page 46, line 10 - page 61 

TSUTSUMI-ISHII Y ET AL: "RESPONSE OF HEAT 

SHOCK ELEMENT WITHIN THE HUMAN HSP70 

PROMOTER TO MUTATED P53 GENES" 

CELL GROWTH AND DIFFERENTIATION, 

vol. 6, no. 1, January 1995, 

pages 1-8, XP000616356 

see page 5, right-hand column, paragraph 2 

-/- 



1,2,6-9, 
11-23 

3 

3 



0 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



° Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general state of the art whioh is not 
considered to be of particular relevance 

"E* earlier document but published on or after the international 
filing date 

'L* document which may throw doubts on priority ciaim(s) or 
whioh is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" dooument referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" dooument published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

'X* dooument of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the dooument is taken alone 

*Y a dooument of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
dooument is oombined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

"&* dooument member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



22 June 1998 



Date of mailing of the international search report 



0 6. 07. 98 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 58 1 8 Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (♦31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nt, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Cupido, M 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1S92) 
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BNSOOCID: <WO S837207A1 _!_> 



ATIONAL SEARCH REPOR 



Intematio ipplication No 

PCT/GB 98/00551 



C.(Continuation) OOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 0 



Citation of dooument, with indioation, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to olaim No. 



HUBER B E ET AL: "VDEPT: AN 
ENZYME/PRODRUG GENE THERAPY APPROACH FOR 
THE TREATMENT OFMETASTATIC COLORECTAL 
CANCER" 

ADVANCED DRUG DELIVERY REVIEWS, 
vol. 17, no. 3, 5 December 1995, 
pages 279-292, XP0O0654839 
see figure 1 

HARRIS J D ET AL: "GENE THERAPY FOR 

CANCER USING TUMOUR-SPECIFIC PRODRUG 

ACTIVATION" 

GENE THERAPY, 

vol . 1, no. 3, May 1994, 

pages 170-175, XP000654731 

see abstract 

SANDRI MI ET AL: "P53 REGULATES THE 

MINIMAL PROMOTER OF THE HUMAN 

T0P0IS0MERASE 1 1 ALPHA GENE" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 

vol. 24, no. 22, 15 November 1996, OXFORD 

GB, 

pages 4464-4470, XP002068824 
cited in the application 
see page 4469, right-hand column, 
paragraph 1 



1,2,6-23 



1,2,6-23 



1-4 



Forni PCT/iSA/210 (contumalion ot second sheet) (July 1992) 
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BNSDOCID: <WO 9837207A1 J_> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Interr ..onal application No. 

PCT/GB 98/00551 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This International Search Report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons: 
1. [£] Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Although claims 18-20 are directed to a method of treatment of the human or 
animal body, the search has been carried out and based on the alleged effects 
of the genetic construct. 



□ 



Claims Nos.: 

because they relate to parts of the International Application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international Search can be carried out, specifically: 



3. Q Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 

Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 . I | As ail required additional search fees were timely paid by the applicant, this International Search Report covers all 
' searchable claims 



2. | I As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 



3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this International Search Report 
*— ■ covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this Internationa) Search Report is 

restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest | [ The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 

Form PCT/ISA/21 0 (continuation of first sheet (1 )) (July 1992) 



BNSOOCID: <WO 98372Q7A1 I > 



INT 



ATIONAJL SEARCH REPORT I 

Info, mation on patent family members 



Internatic Application No 

PCT/G8 98/00551 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



GB 2305920 



23-04-1997 



AU 
W0 



7138696 A 
9712970 A 



28-04-1997 
10-04-1997 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



BNSDOCID: <WO 9837207A1_l_> 



Copie a fintention de I'office desig ne (DO/US) PCT/FR00/01 747 

TRAiTE DE . .OPERATION EN MATIERE ^BREVETS 



Expfediteur: le BUREAU INTERNATIONAI 



PCT 

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regle 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 

20, rue de Chazelles j 

F-75847 Paris Cedex 17 

FRANCE 


Date cT expedition (jour/mois/annee) 

08 mars 2001 (08.03.01) 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
340938/18243 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande intemationale no 
PCT/FR00/01747 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
22juin2000 (22.06.00) 


1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: [ 
□ le deposant Q I'inventeur [x] | e mandataire Q le representee commun ' 


Nom et adresse 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
26, avenue KISber 
F-751 16 Paris 
FRANCE 


Nationality (nom de I'Etat) Domicile (nom de I'Etat) 


no de telephone 
01-45-00-92-02 


no de telecopieur 
01-45-00-46-12 


no de tel6imprimeur 



2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
[_j lapersonne Q lenom Q<] Tadresse Q la nationals \J le domicile 



Nom et adresse 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
20, rue de Chazelles 
F-75847 Paris Cedex 17 
FRANCE 



Nationality (nom de I'Etat) 



no de telephone 
01-44-29-35-00 



Domicile (nom de I'Etat) 



no de telecopieur 
01-44-29-35-99 



no de tel&mprimeur 



3. Observations complementaires, le cas echeant: 



4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 

(Zl ^'o^ce recepteur [x] aux offices ddsignes con cernes 

□ a .'administration chargee de la recherche intemationale Q aux offices elus concernes 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international autre destinataire: 



Bureau international de i'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise: 

Sean Taylor 

no de t&ephone (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/306 (mars 1994) 



003886250 



PCT/FR00/01747 

TRAITE DE C ^PERATION EN MATIERE REVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61.2 du PCT) 


Destinataire: 
Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

201 1 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
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application was filed, and that, to the best of my knowledge and belief, the English translation 
of the international application N°. PCT/FR00/01747 is a true and complete translation of the 
above identified international application as filed. 
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340938/18243 



voir ta notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preiiminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



Demande intemationale n° 
PCT/FROO/01747 



Date du depot international Qour/mois/ann6e) 
22/06/2000 



Date de priorite 0our/mois/ann6e) 
22/06/1999 



Classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12N15/12 



Deposant 

acoociation rm in i r nrvn rrrrnrriT at ai i^tituT r^Tto^AU b^S^V^u^ — 



1. Le present rapport d'examen preiiminaire international, etabli par i'administaration chargee de I'examen preiiminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 12 feuilles, y compris (a presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preiiminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



d'application industrielle 
Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventiv 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



I 




II 


s 


III 


IS 


IV 


8 


V 


IS 


VI 




VII 


□ 


VIII 


IS 



Date de presentation de la demande d'examen preiiminaire 
intemationale 

15/01/2001 



Date d'achevement du present rapport 
15.10.2001 



Norn et adresse postale de radministration chargee de 
I'examen preiiminaire international: 
Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax:+49 89 2399-4465 



Fonctionnaire autorise 
Surdej, P 

N° de telephone +49 89 2399 7334 
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I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande intemationale (les feuilles de remplacement qui ont 6t6 remises 
& i'office r6cepteur en r&ponse a une invitation faite conformement a i'article 14 sont consid6r6es dans ie present 
rapport comme "initialement depos£es m et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'efies ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1 -72 version initiale 

Revendications, N°: 

1 -39 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/11-1 1/1 1 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-11, telles que initialement dSposees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus §taient k la disposition de Padministration ou 
lui ont 6t6 remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a et6 deposee, sauf indication contraire 
donn£e sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont 6te remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la rfcgle 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande intemationale (selon la r6gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr6liminaire intemationale (selon la r&gle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulgu6es dans la demande 
intemationale (le cas 6ch6ant), I'examen pr6liminaire intemationale a £te effectu6 sur la base du listage des 
sequences : 

IS contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

H d6pos§ avec la demande intemationale, sous forme d6chiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme 6crite. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme dSchiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par 6crit et foumi ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que d§pos£e, a 6t§ foumie. 
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□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr6es sous d6chiffrable par ordinateur sont identiques & 
celles du listages des sequences Pr6sent§ par 6crit, a 6te fournie. 

4. Les modifications ont entraTn6 I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n 03 : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6t6 consid6r6es 

comme allant au-dela de l'expos6 de I'invention tel qu'il a 6te d6pos6, comme il est indiquS ci-apr&s (rfcgle 



(Toute feuilfe de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu6e au point 1 et 
annex&e au present rapport) 

6. Observations comptementaires, le cas 6ch6ant : 

II. Priorite 

1 . □ Le present rapport a ete formulae comme si aucune priority n'avait 6te revendiqu6e, du fait que les 

documents suivants n'ont pas 6t6 remis dans le d6lai present : 

□ copie de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiqu£e. 

□ traduction de la demande anterieure dont la priorite a 6te revendiquee. 

2. El Le present rapport a ete formulae comme si aucune priorite n'avait ete revendiqu6e, du fait que la 

revendication de la priorite a ete jug6e non valable. 

Pour les besoins du present rapport, la date de depot international indiquee plus haut est done 
consid6r6e comme la date pertinente. 

3. Observations comptementaires, le cas ech6ant : 
voir feuille separee 

III. Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility d'application 
industrielle 

1 . La question de savoir si I'objet de I'invention revendiqu6e semble etre nouveau, impliquer une activite inventive 
(ne pas etre 6vident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas 6te examinee pour ce qui conceme : 

□ I'ensemble de la demande intemationale. 

H les revendications n 03 31 -35,37(toutes partiellement),39(comptetement). 
parce que : 



Formulaire PCT/1PEA/409 (cadres 1-VIII, feuille 2) Quillet 1998) 



70.2(C)) : 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 




Demande intemationale n° PCT/FR00/01 747 



EJ la demande intemationale, ou les revendications n 05 39(compietement) en question, se rapportent k I'objet 
suivant, k l'6gard duquel I'administration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue 
effectuer un examen preliminaire international (pr£ciser) : 
voir feuille separee 

E3 la description, les revendications ou les dessins (en indiquerles gl&ments ci-dessous), ou les revendications 
n 05 31-35,37(toutes partiellement) en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de 
formuler une opinion valable (pr6ciser) : 
voir feuille separee 

□ les revendications, ou les revendications n 03 en question, ne se fondent pas de fa?on adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ II n'a pas 6te etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n 08 en question. 

2. Le listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines n'est pas conforme k la norme prevue dans 
I'annexe C des instructions administratives, de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un examen preliminaire 
international significatif: 

□ le listage presents par 6crit n'a pas ete foumi ou n'est pas conforme a la norme. 

□ le listage sous forme dechiffrabie par ordinateur n'a pas ete fourni ou n'est pas conforme & la norme. 

IV. Absence d'unite de invention 

1 . En reponse k I'invitation k limiter les revendications ou a payer des taxes additionnelles, le deposant a 

□ limite les revendications. 

□ paye des taxes additionnelles. 

□ paye des taxes additionnelles sous reserve. 

□ ni limite les revendications ni paye des taxes additionnelles. 

2. E3 L'administration chargee de I'examen preliminaire international estime qu'il n'est pas satisfait & I'exigence 

d'unit§ d'invention et decide, conformement k la regie 68.1 , de ne pas inviter le deposant k limiter les 
revendications ou k payer des taxes additionnelles. 

3. L'administration charg6e de I'examen preliminaire international estime que, aux termes des regies 13.1 ,13.2 et 
13.3, 

□ ii est satisfait k I'exigence d'unite de invention. 

H ii n'est pas satisfait k I'exigence d'unite de invention, et ce pour les raisons suivantes : 
voir feuiile separee 

4. En consequence, les parties suivantes de la demande intemationale ont fait I'objet d'un examen preliminaire 
international lors de la formulation du present rapport : 
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El toutes les parties de la demande. 

□ les parties relatives aux revendications n 03 . 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

NouveautS Oui : Revendications 1,5-6,11,19-20,28-30,36-37,39 

Non: Revendications 2-4,7-10,12-18,21-27,31-35,38 

Activity inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 1 -39 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-38 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VI. Certain documents cites 

1. Certains documents publics (rfcgle 70.10) 
et/ou 

2. Divulgations non ecrites (r&gle 70.9) 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clart§ des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entferement sur la description : 
voir feuille separee 
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II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : DATABASE EMBL NUCLEOTIDE AND PROTEIN SEQUENCES, 18 aout 
1998 (1998-08-18), HINXTON, GB 

D2: DATABASE EMBL NUCLEOTIDE AND PROTEIN SEQUENCES, 18 avril 
1997 (1997-04-18), HINXTON, GB 

D3: FUJIMORI A. ET AL.,: 'Cloning and mapping of Np95 gene which encodes a 
novel nuclear protein associated with cell proliferation.' MAMMALIAN 
GENOME, vol. 9, no. 12, 1998, page 1032-1035 

D4: WO 98 37207 A (HICKSON IAN DAVID ;IMP CANCER RES TECH (GB); 
EDWARDS SUSAN NICOLA) 27 aout 1998 (1998-08-27) 

D5: SANDRI M I ET AL: 'P53 REGULATES THE MINIMAL PROMOTER OF 
THE HUMAN TOPOISOMERASE 1 1 ALPHA GENE' NUCLEIC ACIDS 
RESEARCH.GB.OXFORD UNIVERSITY PRESS, SURREY, vol. 24, no. 22, 
15 novembre 1996 (1996-1 1-15), pages 4464-4470, cite dans la demande 

D6: ISAACS RJ T AL.,: 'Regulation of the human topoisomerase llalpha gene 
promoter in confluence arrested cells.' THE JOURNAL OF BIOLOGICAL 
CHEMISTRY, vol. 271, no. 28, 12 juillet 1996 (1996-07-12), pages 16741- 
1 6747, cite dans la demande 

D7: HERZOG C E AND ZWELLING L A: 'Evaluation of a potential regulatory 
role for inverted CCAAT boxes in the human topoisomerase llalpha 
promoter 1 BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, vol. 232, 1997, pages 608-612, cite dans la demande 

D8: LIM K ET AL.: 'Reduced level of ATF is corelated with transcriptional 
repression of DNA topoisomerase llalpha gene during TPA-induced 
differentiationof HL-60 cells' BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY 
INTERNATIONAL, vol. 46, no. 1, septembre 1998 (1998-09), pages 35-42, 
cite dans la demande 

D9: KUBO T ET AL.,: 'DNA topoisomerase llalpha gene expression under 

transcriptional control in etoposide/teniposide-resistant human cancer cells' 
CANCER RESEARCH, vol. 55, 1 septembre 1995 (1995-09-01), pages 
3860-3864, cite dans la demande 

D10: HOPFNER R ET AL.,: 'ICBP90, a novel human CCAAT binding 

protein, involved in the regulation of topoisomerase llalpha expression.' 
CANCER RESEARCH, vol. 60 (1), 1 janvier 2000 (2000-01-01), page 
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121-8 

D1 1 : WO 99 38972 A (CRKVENJAKOV RADOMIR ;JONES WILLIAM LEE 
(US); STACHE CRAIN BIRJIT () 5 aout 1999 (1999-08-05) 

Les comparaisons de sequences sont connues de I'Applicant. 

Introduction 

La demande divulgue un polypeptide humain ICBP90 (inverted CCAAT box binding 
protein 90) qui se lie sur une boite CCAAT, un vecteur recombinant contenant un 
polynucleotide codant ledit polypeptide, une cellule note transformee par ledit vecteur, 
un anticorps se liant specifiquement audit polypeptide, ainsi que leur utilisation 
notamment dans le traitement de la proliferation cellulaire et/ou du cancer. 

Concernant le point II 

Priorite 

1 . La presente demande revendique la priorite de la demande FR99/07935 (P1) 
deposee le 22 juin 1999. 

La sequence SEQ ID No. 12 revendiquee n'est pas divulguee dans P1. 

La date de priorite de P1 ne peut done pas etre reconnue pour ladite sequence et 

seule la date de depot de !a presente demande est valide pour considerer I'objet 

des revendications faisant reference a ladite sequence. 

Puisque les documents D10 et D1 1 ont ete publie avant la date de depot de la 

presente demande, ils peuvent etre consideres comme art anterieur pour I'objet 

de la demande ne beneficiant pas de la date de priorite de P1 . 

Concernant le point III 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibility d'application industrielle 

2. Aucune opinion n'est etablie partiellement sur I'objet de la revendication 31 et 
des revendications y faisant reference dans la mesure ou elles ne concernent pas 
les anticorps ou polynucleotides revendiques dans la demande. Le ligand de la 
revendication 31 est defini entierement par le procede pour I'obtenir, ledit ligand 
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n'est absolument pas defini et aucune veritable caracteristique technique ne peut 
etre derivee de I'objet de la revendication 31 pour determiner la nature dudit 
ligand, a Texception faite des anticorps et polynucleotides revendiques. En 
consequence, aucune opinion n'est etablie sur lesdites parties de revendications. 

3. La presente Administration considere que I'objet de la revendication 39 est vise 
par les dispositions de la regie 67.1 (iv) PCT. C'est pourquoi il ne sera pas emis 
d'opinion quant a la question de savoir si I'objet de cette revendication est 
susceptible duplication industrielle (article 34(4) a) i) PCT). 

Concernant le point IV 

Absence d'unite de I'invention 

4. La date de priorite de P1 n'est pas valide pour la sequence SEQ ID No. 12 et 
seule la date de depot de la presente demande est prise en compte. Les 
documents D10 et D1 1 sont done consideres comme etat anterieur de la 
technique pour I'objet concernant cette sequence (voir point II). L'objet des 
revendications 12 et 13 auxquelles fait reference la revendication 14, n'est pas 
nouveau a la date de depot de la presente demande en considerant D10 et D1 1 
qui divulguent des vecteurs ayant toutes les caracteristiques techniques 
mentionnees dans les revendications 12 et 13 (e.g. D10: pages 122 et 124, D1 1: 
page 3, ligne 4, page 14, ligne 10, page 16). L'objet, de la revendication 14 et des 
revendications y faisant reference, ne forme done pas un concept inventif unique, 
tel que definit dans la Regie 13 PCT, avec le reste de I'objet revendique dans la 
demande. La revendication 14 et I'objet dependant de cette revendication forme 
done une invention separee du reste de I'objet revendique. 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibility ^application industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 

Nouveaute et activite inventive (Art. 33 (1)-(3) PCT) 

5. Plusieurs criteres utilises pour definir I'invention ne sont pas clairs et vont a 
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I'encontre de PArticle 6 PCT, ce qui conduit a des objections quant a la nouveaute 
et de I'inventivite de I'objet revendique (voir points 15-19): 

6. Les revendications 2-4, 7-10, 12-13, 15-18, 21-27, 31-35, 38 ne sont pas 
nouvelles en tenant compte de D3. D3 divulgue !e clonage d'un gene codant une 
proteine nucleaire de souris (Np95) qui est associee a la proliferation cellulaire et 
dont ('expression est aberrante dans les cellules de lymphome (e.g. resume, 
pages 1032 et 1034). La sequence de Np95 est 73,4% identique (85% similaire) a 
la sequence SEQ ID No. 2 de la presente demande sur la longueur totale (voir les 
comparaisons de sequences: page 9). Np95 comporte au moins un domaine de 
fixation a I'ADN (e.g. resume, page 1034). D3 divulgue aussi des amorces pour 
('amplification de sequences nucleiques, des vecteurs (notamment d'expression) 
contenant des sequences de Np95, des cellules hotes contenant lesdits vecteurs, 
des anticorps diriges contre Np95 et des procedes de detection et/ou de dosage 
et les necessaires pour la mise en oeuvre desdits procedes (e.g. abstract, pages 
1032-1035). 

7. Les revendications 2-3, 7, 12, 15, 17 ne sont pas nouvelles en considerant D1 et 
D2. D1 divulgue un EST (Expressed Sequence Tag) EMBL:AI084125 ayant 
99,7% d'identite sur 326 nucleotides contenant un motif "leucine zipper" (voir 
aussi les comparaisons de sequences: pages 2-3). D2 divulgue un EST 
EMBL:AA354253 ayant 98,3% d'identite sur 350 nucleotides (voir aussi les 
comparaisons de sequences: pages 4-5). 

8. La revendication 14 n'est pas nouvelle. Le document D1 1 pouvant etre 
considere pour I'objet de la revendication 14 (voir point II), I'homme du metier 
obtiendra obligatoirement le promoteur a partir de TADNc divulgue dans D1 1 
(correspondant a la sequence SEQ ID No. 944, pages 153, 220 et comparaisons 
de sequences: page 8) en utilisant les procedes decrits dans D1 1 (e.g. page 8, 
lignes 22-30 et page 10 et suivantes). 

9. L'objet des revendications 1, 5-6, 28-30 est nouveau mais pas inventif en 
considerant, par exemple D3. Connaissant ('existence d'un gene homologue chez 
le rat pour le gene np95 de D3 (page 1034, colonne de gauche, 2e paragraphe, 
page 1035, colonne de gauche, 1er paragraphe), I'homme du metier aurait utilise 
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le gene de souris pour obtenir le gene homologue dans d'autre especes de 
mammifere, notamment chez I'homme, sans faire preuve d'activite inventive et 
serait arrive a I'invention de la demande. Bien que des differences existent au 
niveau de I'expression transcriptionnelle des genes np95 et ICBP90 et au niveau 
structural avec la presence d'un domaine de liaison a I'ATP/GTP qui est present 
seulement dans la proteine np95, la comparaison du gene de souris Np95 
divulgue dans D3 avec le gene de la presente demande montre, outre la similarity 
elevee (85%) au niveau de la sequence proteique (voir point 6), une 
correspondance au niveau des domaines structuraux, en particulier avec la 
presence d'un domaine "doigt de zinc" de liaison a I'ADN qui suggere que np95 
est aussi un facteur de transcription. Les caracteristiques d'expression du gene 
np95 de souris et du gene humain ICBP90 se recouvrent partiellement et les deux 
proteines sont impliquees dans la proliferation cellulaire. L'ensemble des 
caracteristiques communes du Np95 et ICBP90 suggere tres fortement que le 
gene de souris np95 est I'homologue du gene humain divulgue dans la presente 
demande. 

10. L'objet des revendications 11, 19-20, 36-37 et 39 est evident en appreciant D3 
en combinaison avec, par exemple, D4. Uobjet des revendications 1 9-20 n'est 
pas inventif puisque I'homme du metier aurait considere la production d'anticorps 
dirige contre une proteine connue. Compte tenu de I'enseignement de D3 et D4, 
combiner l'ensemble des caracteristiques exposees dans la revendication 1 1 
releve d'une demarche technique normale pour la personne du metier. L'objet de 
desdites revendications n'implique par consequent pas d'activite inventive. 

Application industrielle (Art. 33 (1) and (4) PCT) 

11. II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si la 
revendication 39 est susceptible d'application industrielle. La brevetabilite peut 
aussi dependre de la maniere dont les revendications ont ete formulees. Ainsi, 
POffice europeen des brevets ne considere pas comme susceptible d'application 
industrielle l'objet de revendications d'utilisation d'un compose a des fins 
medicales. Par contre, peuvent etre acceptees des revendications relatives a un 
compose connu, pour une premiere utilisation a des fins medicales ainsi que des 
revendications relatives a Tutilisation d'un tel compose dans la fabrication d'un 
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medicament en vue d'un nouveau traitement medical. 



Concernant le point VI 

Certains documents cites 



12. Certains documents publies (regie 70.10) 



Demande n° 
Brevet n° 



Date de publication 
(jour/mois/ann£e) 



Date de depot 

(jour/mois/ann6e) 



Date de priorite 
(valablement revendiquee) 
Qour/mois/ann6e) 



D11: WQ99/38972 



05/08/99 



28/01/99 



28/01/98 



L'attention de la demanderesse est attiree sur le fait que D1 1 est considere comme etat 
anterieur de la technique dans certains Etats parties au PCT. L'OEB, par example, 
considere D1 1 comme prejudiciable pour la nouveaute de I'objet de la presente 
demande (Article 54(3) and (4) EPC) dans la mesure ou les memes Etats parties au 
PCT designes sont concernes. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites sur la clarte de I'objet revendique sous I'Article 6 
PCT: 

13. Le terme "variant" applique a une proteine ou un acide nucleique (e.g. 
revendication 1) ne donne pas une definition claire desdits produits et il n'est pas 
possible de determiner quels sont les composes contenus dans I'etendue 
desdites revendications. 

14. Les revendications (e.g. 2, 7) faisant reference a des sequences "homologues" ou 
ayant d'un pourcentage d n, homologie n donne comprennent a lumiere de la 
description toute sequence ayant n'importe quel degre de similarity. De plus "% 
d'homologie" n'a pas de sens. Des sequence homologues sont des sequences 
qui ont la meme origine evolutive, mais qui peuvent n'avoir aucune identite. 

15. La longueur des sequences de polynucleotides ou polypeptides n'etant pas 
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toujours precisee (par exemple dans les revendications 2, 7, 14), des sequences 
de 2 nucleotides ou 2 amino acides, respectivement, sont comprises dans 
I'etendue desdites revendications. 



1 6. Les conditions d'hybridation n'etant pas suffisament precisees (par example page 
14, lignes 5-1 1 de la description) pour les polynucleotides revendiques (e.g. 
revendications 7, 14), il n'est pas possible de determiner quelles sont les 
sequences couvertes par lesdites revendications dans ces conditions. 



L'expression "biologiquement actif" appliquee a un fragment ne permet pas de 
determiner la longueur dudit fragment (par exemple dans la revendication 2) 
puisque un acide amine unique dans un contexte approprie peut conferer une 
activite biologique. 
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Applicant's or agent's file reference 
340938/18243 


SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary' 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/1PEA/4 1 6) 


Internationa! application No. 

PCT/FR00/01747 


International filing date (day/month/year) 
22 June 2000 (22.06.00) 


Priority date (day/month/year) 

22 June 1999 (22.06.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




| C12N 15/12 






Applicant INSTITUT NATIONAL DE SANTE ET DE RECHERCHE MEDIC ALE 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



12 



sheets, including this cover sheet. 



f—l This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
I— I amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 



I 


X 


II 


X 


HI 


X 


IV 


X 


V 




VI 




VII 


□ 


VIII 





Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

15 January 2001 (15.01.01) 


Date of completion of this report 

15 October 2001 (15.10.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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I. Basis of the report 




International application No. 

PCT/FR00/01747 



I. With regard to the elements of the international application:* 
[ | the international application as originally filed 
the description: 

1-72 

pages . L-i±- 

pages m 

pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-39 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/11-11/11 



, as originally filed 



, filed with the demand 



_ . filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 

pages ____ , 

pages , 



1-11 



, as originally filed 



, filed with the demand 



s filed with the letter of 



2 With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
1 the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language wnicn 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23 1 (b)). 
| | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

I 3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 
contained in the international application in written form, 
filed together with the international application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form, 
furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 
□ 

□ 

14. □ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 1 the description, pages 

1 | the claims, Nos. 

I 1 the drawings, sheets/fig 



□' This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to ™ 

in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule W.IO 
and 70.17). 

\+*Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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II. Priority 



2. 



International application No. 

PCT/FR00/01747 



□ This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 
limit the requested: 

| | copy of the earlier application whose priority has been claimed. 

| | translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found invalid 
Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 

3. Additional observations, if necessary : 
SEE SEPARATE SHEET 
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(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: 1 1 . 3 

1. The present application claims the priority of 

application FR 99/07935 (PI) filed on 22 June 1999, 
The sequence SEQ ID NO. 12 claimed is not disclosed 
in PI. 

Therefore, the priority date of PI cannot be 
recognised for said sequence, and only the filing 
date of the present application is valid for the 
assessment of the subject matter of those claims 
that refer to said sequence. 

Since documents D10 and Dll were published before 
the filing date of the present application, they 
can be considered to be part of the prior art 
relevant to the subject matter of the application 
that is not covered by the priority date of PI. 



International application No. 
PCT/FR 00/01747 
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III. Non-establishment of opinion with^gard to novelty, inventive step and industrial applicability 


I. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 


I | the entire international application. 




[><] riaim.No.. 31-35.37.39 




because: 




ftti th*» caiH intpmatinnal application, or the said claims Nos. 39 _ 

l£J relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 


SEE SEPARATE SHEET 




pvTI the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 31-35,37 

k— J are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 


SEE SEPARATE SHEET 




1 the claims, or said claims Nos. 

1 J by the description that no meaningful opinion could be formed. 


are so inadequately supported 


| | no international search report has been established for said claims Nos. 




2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 


[ ] the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 




| [ the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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Supplemental Box * 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 




Continuation of: 1 1 1 . 1 

1. No opinion has been formed in part on the basis of 
the subject matter of claim 31 and the claims that 
refer thereto, in so far as they do not relate to 
the antibodies or polynucleotides claimed in the 
application. The ligand of claim 31 is defined 
solely in terms of the method for preparing same, 
meaning that said ligand remains completely 
undefined and no real technical feature can be 
derived from the subject matter of claim 31 with a 
view to determining the nature of said ligand, 
except for the antibodies and polynucleotides 
claimed. Therefore, no opinion has been formed on 
the basis of said parts of the claims. 



2. The present Authority considers that the subject 

matter of claim 39 is covered by the provisions of 
PCT Rule 67.1(iv). For this reason, no opinion will 
be given on the question of whether the subject 
matter of these claims is industrially applicable 
(PCT Article 34 (4) (a) (i) ) . 
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1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 

1 | restricted the claims. 

1 | paid additional fees. 

1 1 paid additional fees under protest. 

| | neither restricted nor paid additional fees. 

fsTI This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. h 

2- IXJ not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
1 1 complied with. 

not complied with for the following reasons: 
SEE SEPARATE SHEET 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 



all parts. 

| | the parts relating to claims Nos. 
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(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 




Continuation of: I V . 3 



The priority date of PI is not valid for the 
sequence SEQ ID NO 12, and only the filing date of 
the present application has been taken into 
account. Documents D10 and Dll are therefore 
considered to be part of the prior art relevant to 
the subject matter that relates to said sequence 
(see Box II) . The subject matter of claims 12 and 
13, to which claim 14 refers, was not novel on the 
filing date of the present application over D10 and 
Dll, which disclose vectors having all of the 
technical features mentioned in claims 12 and 13 
(e.g. D10, pages 122 and 124; Dll, page 3, line 4, 
page 14, line 10, page 16) . It follows that the 
subject matter of cla im 14 and that of the claims 
that refer thereto do not constitute a single 
inventive concept, as defined in PCT Rule 13, 
together with the rest of the subject matter 
claimed in the application. Therefore, claim 14 and 
the subject matter dependent thereon constitute a 
separate invention from the rest of the subject 
matter claimed. 
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V. Reasoned statement under 35(2) with regard to novelty, inventive step o 

citations and explanations supporting such statement 



ustrial applicability; 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1, 5, 6, 11, 19, 20, 28-30, 36, 37, YES 
39 

2-4, 7-10, 12-18, 21-27, 31-35, NO 
38 



YES 
NO 

YES 
NO 



1-39 



1-38 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

Dl: DATABASE EMBL NUCLEOTIDE AND PROTEIN SEQUENCES, 
18 August 1998 (1998-08-18), HINXTON, GB 
D2: DATABASE EMBL NUCLEOTIDE AND PROTEIN SEQUENCES, 
18 April 1997 (1997-04-18), HINXTON, GB 
D3: FUJIMORI A. ET AL . : ^Cloning and mapping of 
Np95 gene which encodes a novel nuclear protein 
associated with cell proliferation' , MAMMALIAN 
GENOME, vol. 9, no, 12, 1998, page 1032-1035 
D4: WO 98 37207 A (HICKSON IAN DAVID; IMP CANCER 
RES TECH (GB); EDWARDS SUSAN NICOLA) 27 August 1998 
(1998-08-27) 

D5: SANDRI M I ET AL.: *P53 REGULATES THE MINIMAL 
PROMOTER OF THE HUMAN TOPOISOMERASE I I ALPHA GENE' 
NUCLEIC ACIDS RESEARCH, GB, OXFORD UNIVERSITY 
PRESS, SURREY, vol. 24, no. 22, 15 November 1996 
(1996-11-15), pages 4464-4470, cited in the 
application 

D6: ISAACS RJ T AL. : 'Regulation of the human 
topoisomerase Ilalpha gene promoter in confluence 



arrested cells' 



THE JOURNAL OF BIOLOGICAL 



CHEMISTRY, vol. 271, no. 28, 12 July 1996 (1996-07- 
12), pages 16741-16747, cited in the application 
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International application No. 
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D7: HER^S C E AND ZWELLING L A: 'WBluation of a 

potential regulatory role for inverted CCAAT boxes 
in the human topoisomerase Ilalpha promoter' 
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, vol. 232, 1997, pages 608-612, 
cited in the application 

D8: LIM K ET AL. : ^Reduced level of ATF is 
corelated with transcriptional repression of DNA 
topoisomerase Ilalpha gene during TPA-induced 
differentiation of HL-60 cells' BIOCHEMISTRY AND 
MOLECULAR BIOLOGY INTERNATIONAL, vol. 46, no. 1, 
September 1998 (1998-09), pages 35-42, cited in the 
application 

D9: KUBO T ET AL. : X DNA topoisomerase Ilalpha gene 
expression under transcriptional control in 
etoposide/teniposide-resistant human cancer cells' , 
CANCER RESEARCH, vol. 55, 1 September 1995 (1995- 
09-01), pages 3860-3864, cited in the application 
D10: HOPFNER R ET AL.: "ICBP90, a novel human CCAAT 
binding protein, involved in the regulation of 
topoisomerase Ilalpha expression' , CANCER RESEARCH, 
vol. 60(1), 1 January 2000 (2000-01-01), pages 121- 
8. 

Dll: WO 99 38 972 A ( CRKVEN JAKOV RADOMIR; JONES 
WILLIAM LEE (US); STACHE CRAIN BIRJIT () 5 August 
1999 (1999-08-05) 



The sequence comparisons are known to the 
applicant . 



Introduction 



The application discloses a human polypeptide 
ICBP90 (inverted CCAAT box binding protein 90) that 
binds to a CCAAT box, a recombinant vector 
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contain 1 



• 



a polynucleotide encodi 



polypeptide, a host cell transformed by said 
vector, an antibody that binds specifically to said 
polypeptide, as well as the use thereof, 
particularly for treating cell proliferation and/or 
cancer. 

Novelty and inventive step (PCT Article 33(1) to 



invention are unclear and fail to comply with PCT 
Article 6. As a result, objections are raised 
regarding the novelty and inventiveness of the 
subject matter claimed (see Box VIII) : 

2. Claims 2-4, 7-10, 12, 13, 15-18, 21-27, 31-35 and 

38 are not novel over D3 . D3 discloses cloning of a 
gene which encodes a mouse nuclear protein (Np95) 
associated with cell proliferation and abnormally 
expressed in lymphoma cells (see, e.g., the 
abstract, pages 1032 and 1034). The sequence of 
Np95 is 73.4 % identical (85 % similar) to the 
sequence SEQ ID NO. 2 of the present application 
over the full length thereof (see the sequence 
comparisons on page 9) . Np95 comprises at least one 
DNA binding domain (see, e.g., the abstract, page 
1034). D3 also discloses primers for nucleic 
sequence amplification, vectors (especially 
expression vectors) containing Np95 sequences, host 
cells containing said vectors, antibodies to Np95, 
detection and/or assay methods, and kits for 
carrying out said methods (see, e.g., the abstract, 
pages 1032-1035) . 



(3)) 



1. 



A plurality of the criteria used to define the 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 00/01747 



* 



Claims ^^3, 7, 12, 15 and 17 are WE novel over Dl 
and D2. Dl discloses an EST (Expressed Sequence 
Tag) EMBL:AI084125 that is 99.7 % identical over 
326 nucleotides containing a " leucine zipper" unit 
(see also the sequence comparisons on pages 2 and 
3). D2 discloses an EST EMBL: AA354253 that is 
98.3 % identical over 350 nucleotides (see also the 
sequence comparisons on pages 4 and 5) . 

Claim 14 is not novel. Since document Dll can be 
taken into consideration for the subject matter of 
claim 14 (see Box II), a person skilled in the art 
would necessarily arrive at the promoter starting 
with the cDNA disclosed in Dll (and matching 
sequence SEQ ID NO. 944 on pages 153 and 220, and 
the sequence comparisons on page 8) and using the 
methods described in Dll (see, e.g., page 8, lines 
22-30 and page 10 ff.). 



5. The subject matter of claims 1, 5, 6 and 28-30 is 

novel but not inventive in the light, e.g., of D3. 
A person skilled in the art aware of the existence 
in rats of a gene homologous to gene np95 of D3 
(page 1034, left-hand column, second paragraph, 
page 1035, left-hand column, first paragraph) would 
have used the mouse gene to obtain the homologous 
gene in other mammalian species, particularly 
humans, without having to exercise inventive skill, 
and would thus have arrived at the invention 
according to the application. Although there are 
differences involving the transcriptional 
expression of genes np95 and ICBP90 and structural 
differences involving the presence of an ATP/GTP 
binding domain present only in protein np95, the 
comparison of mouse gene Np95 disclosed in D3 with 
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the gen^pbf the present applicatidMKhows that, in 
addition to the high degree of similarity (85 %) in 
the protein sequence (see point 2), there is a 
match between the structural domains, particularly 
as a result of the presence of a DNA binding "zinc 
finger" domain which suggests that np95 is also a 
transcription factor. The expression 
characteristics of mouse gene np95 and human gene 
ICBP90 partially overlap and the two proteins are 
involved in cell proliferation. The common 
characteristics of Np95 and ICBP90 strongly suggest 
overall that mouse gene np95 is homologous to the 
human gene disclosed in the present application. 

The subject matter of claims 11, 19, 20, 36, 37 and 

39 is obvious from D3 in combination, e.g., with 
D4 . The subject matter of claims 19 and 20 is not 
inventive because a person skilled in the art would 
have considered producing antibodies to a known 
protein. Given the teaching of D3 and D4, combining 
all of the features set forth in claim 11 is a 
routine technical measure for a person skilled in 
the art to take. It follows that the subject matter 
of said claims does not involve an inventive step. 

Industrial applicability (PCT Article 33(1) and 
(4)) 



7. There are no uniform criteria in the PCT 

Contracting States for determining whether claim 39 
is industrially applicable. Patentability may also 
be dependent on the way in which the claims are 
worded. Therefore, the European Patent Office does 
not consider the subject matter of use claims 
relating to the medical use of a compound to be 
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indust^^Rlly applicable. However aims relating 
to a known compound, for a first medical use, will 
be accepted, as will claims relating to the use of 
such a compound for producing a drug with a view to 
a novel medical treatment. 
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far as the same designated PCT Contracting States are 
concerned. 
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Hie following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The following observations are made regarding the clarity 
of the subject matter claimed (PCT Article 6) : 



1. The term "variant", when used with reference to a 

protein or a nucleic acid (e.g. as in claim 1) does 
not clearly define said products and it is not 
possible to determine what compounds are covered by 
the scope of said claims. 



2. The claims (e.g. 2 and 7) that refer to "homologous" 
sequences or sequences having a given percentage of 
"homology" include, in the light of the description, 
any sequence having any degree of similarity. 
Furthermore, "% of homology" is meaningless. 
Homologous sequences are sequences that have the 
same origin and may not be identical. 

3. Since the length of the polynucleotide or 
polypeptide sequences is not always specified (e.g. 
in claims 2, 7 and 14), sequences of 2 nucleotides 
or 2 amino acids, respectively, are covered by the 
scope of said claims. 



4. Since the hybridisation conditions are 

insufficiently specified (e.g. on page 14, lines 5- 
11 of the description) for the polynucleotides 
claimed (e.g. in claims 7 and 14), it is impossible 
to determine what sequences are covered by said 
claims under these conditions. 



5. The expression "biologically active", when used with 
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reference to a fragment, does not enable the length 
of said fragment to be determined (see, e.g., claim 
2) because, in a suitable context, a single amino 
acid can impart a biological activity. 
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« POLYPEPTIDE ICBP90 ET SES FRAGMENTS ET 
POLYNUCLEOTIDES CODANT LESDITS POLYPEPTIDES ET 
APPLICATIONS AU DIAGNOSTIC ET AU TRAITEMENT DU 

CANCER ». 

5 La presente invention concerne un nouveau polypeptide 

ICBP90 et ses fragments, le clonage de TADNc et les polynucleotides 
codant pour lesdits polypeptides, des vecteurs de clonage et/ou 
d'expression incluant lesdits polynucleotides, des cellules 
transformees par lesdits vecteurs et des anticorps specifiques 

10 diriges contre lesdits polypeptides. L'invention concerne egalement 
des precedes et des kits de diagnostic des cancers, un precede et 
un kit de criblage de ligands du polypeptide de l'invention et des 
composes utilisables a titre de medicament pour la prevention 
et/ou le traitement des cancers. 

15 Les ADN topoisomerases sont des proteines nucleaires 

hautement conservees au cours revolution dont le role principal est 
de controler la conformation et la topologie de l'ADN dans le noyau, 
qui sont constamment alterees par les differents processus 
biologiques impliquant 1'ADN tels par exemple la transcription et la 

20 replication. Les topoisomerases exercent leur action en coupant 
FADN et en reliant ces lesions apres avoir realise le changement 
conformationnel adequat. 

Chez les mammiferes et ttiomme en particulier, il existe a 
ttieure actuelle au moins cinq genes differents codant pour une 

25 topoisomerase et au moins deux pseudogenes additionnels (pour 
revue, voir Nitiss 1998). Ainsi, la topoisomerase I, codee par le gene 
TOPI retire les supertours presents dans l'ADN en ne coupant 
qu*un seul brin. Les deux topoisomerases de type II existant chez 
l'homme appelees TopIIa et Toplip, alterent la topologie de TADN en 

30 introduisant des clivages double brin transitoires (pour revue, voir 
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Wang 1996). Enfin, il existe deux topoisomerases de type III codees 
par deux genes localises en 17pll.2-12 et 22qll-12 et qui agissent 
uniquement contre les supertours negatifs de I'ADN. 

Dans les cellules tumorales, les topoisomerases de'type II 
5 jouent un role tres important ; dans ces cellules en croissance et en 
division rapide, il existe un grand besoin de maintenir les molecules 
d'ADN dans une conformation correcte puisque des taux de 
transcription et de replication eleves sont necessaires. Ainsi, les 
taux de toposiomerases II sont en general plus eleves dans les 

1 0 cellules tumorales humaines que dans les tissus normaux de meme 
origine. Cependant, le taux d'expression eleve de la topoisomerase 
Ila dans les cellules tumorales peut varies entre deux tumeurs de 
nature differente affectant un meme tissu. Par exemple, le noyau 
des cellules de carcinome du poumon a petites cellules presente un 

1 5 taux plus eleve de topoisomerase Ha que le noyau des cellules de 
carcinomes pulmonaires a cellules de taille normale (Guinee et al., 
1996). De la meme maniere, le taux de topoisomerase Ila dans les 
cellules A549 est trois fois plus eleve que dans les cellules PC3, ces 
deux lignees cellulaires provenant d'adenocarcinome de l'epithelium 

20 pulmonaire (Yamasaki et al, 1996). 

Ces constatations donnent a penser que la topoisomerase 
Ila peut etre consideree comme un marqueur de proliferation 
cellulaire pour certains types de cancer, Le processus cancereux se 
caracterisant par une proliferation cellulaire anormale due en 

25 partie a la perte de Tinhibition de contact, la topoisomerase Ila 
apparait done comme une cible privilegiee des drogues 
chimiotherapeutiques pour le traitement du cancer (Pommier et al 
1994), et les traitements anticancereux actuels font largement 
appel aux inhibiteurs de topoisomerases. 
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La plupart de ces inhibiteurs exercent leurs effets 
cytotoxiques en stabilisant le complexe de divage de l'ADN. Des 
drogues comme les anthracyclines [doxorubicine (adriamycine) ou 
epipodophyllotoxines (tel Petoposide (VP- 16) ou le tertiposide 
5 (VM26))], les acridines (tel que le mAMSA) et les anthracendiones 
(e.g. mitoxantrone) sont des exemples de drogues inhibitrices de 
topoisomerases n qui stabilisent le complexe de clivage. Plus 
recemment, une nouvelle classe d'inhibiteurs de topoisomerases II 
a ete developpee ; ces inhibiteurs agissent au niveau de l'activite 

10 catalytique et non plus en stabilisant le complexe de clivage. La 
drogue fostriecine en est un exemple (Boritzki et al, 1988). 
AujourdTiui ces differentes drogues sont utilisees dans des 
traitements anti-cancereux curatifs et palliatifs. 

Neanmoins, Tun des problemes majeurs rencontre dans les 

15 traitements anti-cancereux actuels utilisant les inhibiteurs des 
topoisomerases est Pemergence d*une resistance aux drogues (Kubo 
et al. y 1995). Ces resistances sont soit le fait d'une surexpression de 
pompes permettant Pefflux de drogues a Texterieur de cellules avant 
qu'elles n'atteignent leur cible (e.g ; P-glycoproteine, proteine 

20 associee a la multiresistance aux drogues (MRP)), soit le fait de 
changement du taux d'expression de la topoisomerase Ila (Deflie et 
al., 1989; Fry et a/., 1991), soit des deux (pour revue, voir Isaacs et 
al, 1998). 

L*un des aspects de la presente invention est done de 
25 comprendre les mecanismes de regulation de Texpression du gene 
de la topoisomerase Ila, afin de developper une alternative au 
phenomene de resistance aux drogues observe pour certains 
cancers, et ce, dans Toptique d'ameliorer le traitement preventif et 
curatif des cancers. 
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II existe deux types de topoisomerases de type II qui different 
dans leur profil d'expression ; la topoisomerase Ila (Top Ila) (170 
kD), essentiellement localisee dans le nucleoplasme au niveau du 
centromere des chromosomes mitotiques, intervient -dans les 
5 processus biologiques fondamentaux que sont la replication, la 
condensation des chromosomes et la transcription. La 
topoisomerase Hp (Top 113) (180 kD) est semble-t-il plutot impliquee 
dans la transcription des ARN ribosomiques etant donne la 
localisation nucleolaire de cette en2yme. Les deux topoisomerases 

10 de type II humaines sont localisees sur deux chromosomes 
differents (17q21-22 pour la topoisomerase Ila et 3p24 pour la 
topoisomerase 113) (Tsai-Plugfelder et al, 1988 ; Drake et al, 1989 ; 
Chung et al, 1989 ; Jenkins et al, 1992 ; Austin et al., 1993). 

Contrairement a la topoisomerase 113 dont l'expression se 

15 caracterise par une relative Constance, la topoisomerase Ila 
presente une variation d'expression en fonction de l'etat de 
proliferation des cellules et de leur position dans le cycle cellulaire. 
L'expression de l'ARN messager (ARNm) est plus elevee dans les 
cellules en proliferation que dans les cellules arretees en 

20 confluence. L'expression de la topoisomerase Ila augmente au cours 
de la phase S du cycle cellulaire pour atteindre un maximum en fin 
de phase G2/M (Goswami et al, 1996), le niveau d'ARN messager 
etant dix fois plus eleve en fin de phase S que pendant la phase Gl. 
Egalement, il semble exister un couplage entre la synthese et la 

25 degradation de la topoisomerase Ila et la 
condensation/decondensation chromosomique (Heck et al, 1988). 

Les connaissances actuelles concernant la regulation du 
gene de la topoisomerase Ha restent somme toute assez sommaires. 
Recemment, une region promotrice d'environ 650 paires de bases a 
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ete decrite par Hochhauser et clL (1992), elle presente toutes les 
caracteristiques d'un gene domestique, absence de boite TATA et 
richesse moderee en sites GC (presence notamment d'une boite Spl 
pouvant remplacer la boite TATA) en sont deux exempies. La 
5 presence de 5 boites CCAAT inversees ou ICB (Inverted CCAAT box) 
est une autre particularite de ce type de promoteur. 

Des facteurs de transcription interagissant avec le 
promoteur du gene de la topoisomerase Hot humaine ont ete 
decrits ; on peut citer c-myb (Brandt et al., 1997), p53 (Sandri et al., 

10 1996), ATF (Lim et aL, 1998), Spl et Sp3 (Kubo et aL, 1995). Quoi 
qu'il en soit, en dehors de NF-Y (egalement appele CBF, ACF et 
CP1, references dans Isaacs et al, 1996) les facteurs de 
transcription agissant sur les sequences ICB du promoteur du gene 
de la topoisomerase Ila humaine ne sont pas encore tous identifies 

15 et caracterises ; Herzog et Zwelling (1997) ont cependant mis en 
evidence deux proteines d'un poids moleculaire apparent de 90 kD 
et de 140 kD qui lient respectivement ICB1 a ICB4 et ICB5. Isaacs 
et ses collaborateurs (1996) ont propose que le NFY ainsi qu'une 
autre proteine non identifiee reconnaissent une boite ICB de la 

20 region promotrice du gene de la topoisomerase Ila ; ils ont 
egalement montre que les mutations de ICB2 abrogeaient 
completement la diminution de l'activite promotrice normalement 
observee dans des cellules arretees a confluence (Isaac et al, 1996). 
lis ont identifie NFY comme un composant d'un complexe induit 

25 par la proliferation et qui se lie in vitro a la sequence ICB2 du 
promoteur du gene de la topoisomerase Ila humaine, bien que NF-Y 
soit toujours detectable dans les cellules arretees a confluence 
(Isaac et al., 1996). Ils ont propose que ICB2 agisse comme un 
regulateur negatif du promoteur du gene de la topoisomerase Ila 

30 des cellules arretees a confluence et que cette repression puisse 
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etre supprimee dans les cellules proliferatives. La boite ICB2 du 
promoteur du gene de la topoisomerase Hoc joue done un role 
primordial dans l'arret du processus proliferatif normal lorsque les 
cellules arrivent a confluence. 
5 Des facteurs de transcription se liant a la sequence ICB 

ainsi que la sequence ICB elle-meme constituent done des cibles 
moleculaires pour controler le taux d'expression de la 
topoisomerase Hot. En intervenant sur ces facteurs, il est possible 
d'envisager de controler 1'expression du gene de la topoisomerase 
1 0 Ha et par voie de consequence la proliferation cellulaire. 

La presente invention a pour objet la mise en evidence de 
nouveaux facteurs de transcription se liant la boite ICB impliquee 
dans le controle de la proliferation cellulaire. 

Une technique recente appelee systeme « simple-hybride » 
1 5 qui permet disoler des clones ADNc codant pour des proteines de 
liaison a 1'ADN specifique de certaines sequences a ete utilisee. Ce 
systeme presente un double avantage car il est capable non 
seulement de mettre a jour des interactions ADN-proteine in vivo 
chez la levure mais aussi de donner directement acces aux ADN 
20 complementaires (ADNc) codant les proteines candidates ayant une 
activite de facteur transcription. Le systeme repose principalement 
sur la construction d'une souche de levure test selon le principe 
mis au point par Wang et Reed (1993). Cette souche de levure 
permet le criblage de banques d'ADNc en mettant en evidence 
25 Tinteraction ADN-proteine in vivo par le biais de Tactivation d'un 
gene rapporteur integre au genome de la levure test. 

La presente invention a done pour objet un polypeptide isole 
denomme ICBP90 (inverted CCAAT box binding protein) de 
30 sequence d'acides amines SEQ ID N°2. Cette sequence comprend : 
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a) un domaine « ubiquitine » comprenant la sequence d'acides 
amines 1 a 75 de la sequence SEQ ID N°2 ; 

b) un domaine « doigt de zinc » de type C4HC3 comprenant la 
sequence d'acides amines 310 a 366 de la sequence SEQ ID 
N°2 et un domaine "doigt de zinc" de type C3HC4 
comprenant la sequence d'acides amines 724 a 763 de la 
sequence ID n° 2; 

c) un domaine « leucine zipper » putatif comprenant la 
sequence d'acides amines 58 a 80 de la sequence SEQ ID 
N°2 ; 

d) deux domaines de localisation nucleaire potentiels 
comprenant les sequences d'acides amines 581 a 600 et 648 
a 670 de la sequence SEQ ID N°2 ; 

e) un site de phosphorylation par une tyrosine kinase 
comprenant la sequence d'acides amines 452 a 458 de la 
sequence SEQ ID N°2 ; 

f) des sites de phosphorylation par une proteine kinase 
cAMP/cGMP dependante comprenant les sequences d'acides 
amines 246 a 249, 295 a 298 et 648 a 651 de la sequence 
SEQ ID N°2 ; 

g) des sites de phosphorylation par une caseine kinase II 
comprenant la sequence d'acides amines 23 a 26, 57 a 60, 
91 a 94, 109 a 112, 165 a 168, 265 a 268, 354 a 357 et 669 
a 672 de la sequence SEQ ID N°2 ; 

h) des sites de phosphorylation par une proteine kinase C 
comprenant la sequence d'acides amines 82 a 84, 104 a 
106, 160 a 162, 173 a 175, 251 a 253, 301 a 303, 380 a 
382, 393 a 395, 504 a 506, 529 a 531, 625 a 627 et 639 a 
641 de la sequence SEQ ID N°2 . 



WO 00/78949 PCT/FR00/01 747 



La presente invention porte egalement sur un polypeptide isole 
caracterise en ce qu'il comprend un polypeptide choisi parmi : 

a) un polypeptide de sequence SEQ ID N°2, SEQ ID N°4, SEQ 
ID N°6 ou SEQ ID N°8 ; . - 

5 b) un polypeptide variant de polypeptide de sequences d'acides 

amines defini en a) ; 
c) un polypeptide homologue au polypeptide defini en a) ou b) 
et comportant au moins 80 % dTiomologie, de preference 90 
% avec ledit polypeptide de a) ; 
10 d) un fragment d'au moins 5 acides amines consecutifs d'un 

polypeptide defini en a), b) ou c) ; 
e) un fragment biologiquement actif d'un polypeptide defini en 
a), b) ou c). 

II doit etre compris que Pinvention concerne les polypeptides 
15 obtenus par purification a partir de sources naturelles, ou bien 
obtenues par recombinaison genetique, ou encore par synthese 
chimique et pouvant alors comporter des acides amines non 
naturels. 

Dans la presente description, on utilisera le terme 
20 polypeptide pour designer egalement une proteine ou un peptide. 

On entendra par polypeptide variant l'ensemble des 
polypeptides mutes pouvant exister naturellement, en particulier 
chez Tetre humain, et qui correspondent notamment a des 
troncatures, substitutions, deletions et/ou additions de residus 
25 d'amino-acides. Les polypeptides homologues selon ^invention 
conserve au moins un domaine choisi parmi le domaine de liaison a 
VADN et/ou le domaine dlnteraction avec une autre proteine. 

Par polypeptide homologue, on entendra designer les 
polypeptides presentant, par rapport au polypeptide naturel 
30 ICBP90, certaines modifications comme en particulier une deletion, 
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addition ou substitution d'au moins un acide amine, une 
troncature, un allongement et/ou une fusion chimerique. Parmi les 
polypeptides homologues, on prefere ceux dont la sequence d'acides 
amines presente au moins 80 % dliomologie, de preference 90 %, 
5 de maniere preferee 95 %, et de maniere encore preferee 97 % 
dTiomologie avec les sequences d'acides amines des polypeptides 
selon ^invention. Dans le cas d*une substitution, un ou plusieurs 
acides amines consecutifs ou non consecutifs, sont remplaces par 
des acides amines « equivalents ». L'expression acide amine « 

10 equivalent » vise ici a designer tout acide amine susceptible d'etre 
substitue a Tun des acides amines de la structure de base sans 
cependant modifier les caracteristiques ou proprietes fonctionnelles 
essentielles, comme leurs activites biologiques, des polypeptides 
correspondants telles que Finduction in vivo d'anticorps capables de 

15 reconnaitre le polypeptide dont la sequence decides amines est 
comprise dans la sequence d'acides amines SEQ ID N°2, ou l*un de 
ses fragments ci-dessus definis et notamment la sequence d'acides 
amines SEQ ID N°4, SEQ ID N°6 et SEQ ID N°8 . Ces acides amines 
equivalents peuvent etre determines soit en s'appuyant sur leur 

20 homologie de structure avec les acides amines auxquels ils se 
substituent, soit sur les resultats des essais d'activite biologique 
croisee auxquels les differents polypeptides sont susceptibles de 
donner lieu. A titre d'exemple, on mentionnera les possibilites de 
substitutions susceptibles d'etre effectuees sans qu'il en resulte 

25 une modification approfondie des activites biologiques des 
polypeptides modifies correspondants, les remplacements, par 
exemple, de la leucine par la valine ou Tisoleucine, de Tacide 
aspartique par Tacide glutamique, de la glutamine par Tasparagine, 
de Targinine par la lysine etc., les substitutions inverses etant 

30 naturellement envisageables dans les meraes conditions. 
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Par fragment biologiquement actif, on entendra designer en 
particulier un fragment de sequence d'acides amines de polypeptide 
selon l'invention presentant au moins une des caracteristiques ou 
proprietes fonctionnelles des polypeptides selon l'invention, 
5 notamment en ce que : (i) il est capable d'etre reconnu par un 
anticorps specifique d'un polypeptide selon l'invention ; (ii) il 
presente au moins Tun des domaines ou regions tels que definis ci- 
apres ; (iii) il est capable de se lier a l'ADN et notamment aux 
boites CCAATT et/ou CCAAT inversee ; (iv) il est capable de moduler 

1 0 le taux d'expression du gene de la topoisomerase Ila ; (v) il est 
capable de moduler la proliferation cellulaire. 

Par fragment de polypeptide, on entend designer un 
polypeptide comportant au minimun 5 acides amines, de preference 
7 acides amines, de maniere preferee 10 et de maniere encore 

15 preferee 15 acides amines. Les fragments de polypeptide selon 
l'invention obtenus par clivage dudit polypeptide par une enzyme 
proteolytique, par un reactif chimique, ou encore en placant ledit 
polypeptide dans un environnement tres acide font egalement 
partie de l'invention. 

20 Le polypeptide selon l'invention peut egalement s'associer a 

d'autres polypeptides par des interactions proteine-proteine. On 
entend designer par interactions proteine-proteine, des associations 
mettant directement en contact au moins deux proteines. Ainsi, le 
polypeptide de l'invention peut se dimeriser pour former des 

25 homodimeres ou des heterodimeres, ou s'associer sous la forme 
d*homomultimeres ou d'heteromultimeres. Le polypeptide selon 
l'invention peut egalement interagir avec un autre polypeptide pour 
exercer son action ; ainsi, le polypeptide selon l'invention peut 
posseder, en plus de son domaine de liaison a l'ADN, un domaine 

30 d'action sur la transcription qui exerce son action via des 
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interactions proteine-proteine avec d'autres composants proteique 
de la machinerie trariscriptionnelle. On entend designer par 
composant proteique de la machinerie transcriptionnelle tous les 
facteurs de transcription necessaires a la realisation- et a la 
5 regulation de la reaction de transcription. 

Le polypeptide selon Tinvention est caracterise en ce qu'il est 
capable de se lier a une sequence d'ADN et en ce qu'il est comporte 
au moins un domaine de fixation a PADN selectionne dans le 
groupe compose d*un domaine « doigt de zinc » (zinc-finger) et d\in 

1 0 domaine « leucine zipper » ; la sequence d'ADN sur laquelle se lie 
ledit polypeptide est une boite CCAAT, de preference une une boite 
CCAAT inversee (inverted CCAAT box : ICB). 

On entend designer par liaison a une sequence d'ADN, une 
interaction specifique entre le polypeptide de ^invention et une 

15 sequence d'ADN au moyen d*une serie de liaisons faibles 
contractees entre les acides amines de la proteine et les bases. Le 
polypeptide selon Tinvention possede au moins un domaine de 
liaison a PADN qui contient au moins un des motifs proteiques 
connus susceptibles d'interagir avec PADN, c'est-a-dire la structure 

20 en doigt de gant a laquelle est associee un atome de zinc (« zinc- 
finger »), la structure helice-tour-helice, la structure helice-boucle- 
helice et la fermeture eclair a leucines (« leucine-zipper »). 

Par motif en doigt de gant (« zinc-finger »), on entend designer 
une sequence d*une vingtaine d'acides amines ayant dans Tespace 

25 une forme de doigt de gant. II en existe deux types : ceux qui 
contiennent quatre cysteines (C4) et ceux qui contiennent deux 
cysteines et deux histidines (C2H2). Ces acides amines definissent 
la nature du doigt de gant et sont situes a sa base et un ion Zn++ 
est situe au centre du carre forme par ces quatre acides amines. Le 
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polypeptide selon Tinvention possede potentiellement deux motifs 
de type C4. 

Par motif de type « leucine zipper », on entend designer des 
motifs appartenant a des facteurs de transcription dimerifjue qui 
5 sont soit des homodimeres, soit des heterodimeres. Le monomere 
est constitue d'une sequence a caractere basique qui interagit de 
maniere specifique avec TADN et d*un domaine hydrophobe en 
helice a qui interagit avec le domaine homologue de Tautre chaine. 
Dans ce domaine se trouve une leucine tous les 7 aminoacides, 
10 c'est-a-dire a chaque tour dTielice. Toutes ces leucines sont 
alignees et Tinteraction se fait a leur niveau entre les deux 
monomeres. Le polypeptide selon Tinvention possede 
potentiellement un motif de type « leucine zipper ». 

L'invention concerne egalement un polynucleotide isole 
1 5 caracterise en ce qu'il code pour un polypeptide de sequence SEQ 
ID N°l tel que defini precedemment. De maniere preferee, le 
polynucleotide selon Tinvention possede la sequence SEQ ID N°l. 

Llnvention concerne egalement le polynucleotide isole 
caracterise en ce qu'il comprend un polynucleotide choisi parmi : 
20 a) un polynucleotide de sequence SEQ ID N°l, SEQ ID N°3, 

SEQ ID N°5 ou SEQ ID N°7 ou dont la sequence est celle de 
TARN correspondant a la sequence SEQ ID N°l, SEQ ID N°3, 
SEQ ID N°5 ou SEQ ID N°7 ; 

b) un polynucleotide dont la sequence est complementaire de 
25 la sequence d*un polynucleotide defini en a), 

c) un polynucleotide dont la sequence comporte au moins 80% 
dTiomologie avec un polynucleotide defini en a) ou b), 

d) un polynucleotide hybridant dans des conditions de forte 
stringence avec une sequence de polynucleotide defini en a), 

30 b) ou c), 
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e) un fragment cTau moins 15 nucleotides consecutifs, de 
preference 21 nucleotides consecutifs, et de maniere 
preferee 30 nucleotides consecutifs d\in polynucleotide 
defini en a), b), c) ou d) a l'exception de l'EST humainTAI 084 
5 125, a l'exception de la sequence correspondant a la 

sequence SEQ ID N° 944 publiee le 5 aout 1999 dans la 
demande de brevet WO 99 38972 et a l'exception des 
sequences SEQ ID N°9, N°10 et N°ll correspondant 
respectivement aux EST humains N° AI 083 773, N° AA 811 
10 055, N° AA 488 755, N° AA 129 794 et N° AA 354 253 

presentes dans les bases de donnees d*EST humains 
(« human dbest). 

Dans la presente description, on entendra designer par 
polynucleotide, oligonucleotide, sequence de polynucleotide, 

15 sequence nucleotidique ou acide nucleique un fragment d'ADN, 
aussi bien un ADN double brin, un ADN simple brin que des 
produits de transcription desdits ADNs, et/ou un fragment d'ARN, 
lesdits fragments naturels isoles, ou de synthese, comportant ou 
non des nucleotides non naturels, designant un enchainement 

20 precis de nucleotides, modifies ou non, permettant de definir un 
fragment ou une region d'un acide nucleique. 

Par polynucleotide de sequence complementaire, on entend 
designer tout ADN dont les nucleotides sont complementaires de 
ceux de la SEQ ID N° 1, SEQ ID N°3, SEQ ID N°5, SEQ ID N°7 ou 

25 d*une partie de la SEQ ID N° 1, SEQ ID N°3, SEQ ID N°5, SEQ ID 
N°7 et dont Torientation est inversee. 

Par pourcentage d*homologie au sens de la presente 
invention, on entend un pourcentage d'identite entre les bases de 
deux polynucleotides, ce pourcentage etant purement statistique et 

30 les differences entre les deux polynucleotides etant reparties au 
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hasard et sur toute leur longueur. Selon l'invention, les 
polynucleotides de sequence nucleique homologue presentent un 
taux dliomologie d'au moins 80 %, de preference 90 %, de maniere 
preferee 95 %, de maniere encore preferee 97 %. 
5 Une hybridation dans des conditions de forte stringence 

signifie que les conditions de temperature et de force ionique sont 
choisies de telle maniere qu'elles permettent le maintien de 
lliybridation entre deux fragments d'ADN complementaires. A titre 
illustratif, des conditions de forte stringence de l'etape 

10 dtiybridation aux fins de definir les fragments polynucleotidiques 
decrits ci-dessus, sont avantageusement les suivantes : 

Lliybridation ADN-ADN ou ADN-ARN est realisee en deux 
etapes: (1) prehybridation a 42°C pendant 3 heures en tampon 
phosphate (20 mM, pH 7,5) contenant 5 x SSC (1 x SSC correspond 

15 a une solution 0,15 M NaCl + 0,015 M citrate de sodium), 50 % de 
formamide, 7 % de sodium dodecyl sulfate (SDS), 10 x Denhard's, 5 
% de dextran sulfate et 1 % d'ADN de sperme de saumon ; (2) 
hybridation proprement dite pendant 20 heures a une temperature 
dependant de la taille de la sonde (i.e. : 42°C, pour une sonde de 

20 taille > 100 nucleotides) suivie de 2 lavages de 20 minutes a 20°C 
en 2 x SSC + 2 % SDS, 1 lavage de 20 minutes a 20°C en 0,1 x SSC 
+ 0,1 % SDS. Le dernier lavage est pratique en 0,1 x SSC + 0,1 % 
SDS pendant 30 minutes a 60°C pour une sonde de taille > 100 
nucleotides. Les conditions dliybridation de forte stringence 

25 decrites ci-avant pour un polynucleotide de taille defmie, seront 
adaptees par lliomme du metier pour des oligonucleotides de taille 
plus grande ou plus petite, selon l'enseignement de Sambrook et 
cd„ 1989. 

Avantageusement, un fragment nucleotidique repondant a la 
30 definition precedente aura au moins 15 nucleotides consecutifs, de 
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preference au moins 21 nucleotides, et encore plus 
preferentiellement au moins 30 nucleotides consecutifs de la 
sequence dont il est issu. 

Par EST (« expressed sequence tag »), on entend designer des 
5 sequences exprimees, caracterisees dans une banque d'ADN 
complementaire (ADNc) et utilisees comme balise cartographique de 
TADN genomique. 

Selon un mode de realisation de Tinvention, le polynucleotide 
selon Tinvention se caracterise en ce qu'il est marque directement 

10 ou indirectement par un compose radioactif ou un compose non 
radioactif. Utilisation d'un polynucleotide selon Tinvention en tant 
qu'amorce pour Tamplification ou la polymerisation de sequences 
nucleiques ; Tinvention porte egalement sur l*utilisation d'un 
polynucleotide selon Tinvention en tant que sonde pour la detection 

15 de sequences nucleiques. Selon Tinvention, les fragments de 
polynucleotides pouvant etre utilises comme sonde ou comme 
amorce dans des procedes de detection, d 'identification, de dosage 
ou d'amplification de sequence nucleique, presenteront une taille 
minimale de 9 bases, de preference de 18 bases, et de maniere plus 

20 preferee 36 bases. Enfin, Tinvention porte sur Utilisation d'un 
polynucleotide selon Tinvention en tant que sequence d'acide 
nucleique sens ou antisens pour controler Texpression du produit 
proteique correspondant. 

Les sequences de polynucleotides selon Tinvention non 

25 marquees peuvent etre utilisees directement comme sonde, amorce 
ou oligonucleotide ; cependant les sequences utilisees sont 
generalement marquees pour obtenir des sequences utilisables 
pour de nombreuses applications. Le marquage des amorces, des 
sondes, des oligonucleotides selon Tinvention est realise par des 

30 elements radioactifs ou par des molecules non radioactives ; parmi 
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les isotopes radioactifs utilises, on peut citer le 32 P, le 33 P, le 35 S, le 
3 H ou le 125 L Les entites non radioactives sont selectionnees parmi 
les ligands tels la biotine, l'avidine, la streptavidine, la dioxygenine, 
les haptenes, les colorants, les agents luminescents tels tjue les 
5 agents radioluminescents, chemiluminescents, bioluminescents, 
fluorescents, phosphorescents. 

Les polynucleotides selon Pinvention peuvent ainsi etre 
utilises comme amorce et/ou sonde dans des procedes mettant en 
oeuvre notamment la technique PCR (reaction en chaine a la 

10 polymerase) (Erlich, 1989 ; Innis et al, 1990, et Rolfs et al, 1991). 
Cette technique necessite le choix de paires d'amorces 
oligonucleotidiques encadrant le fragment qui doit etre amplifie. On 
peut, par exemple, se referer a la technique decrite dans le brevet 
americain U.S. N° 4 683 202. Les fragments amplifies peuvent etre 

15 identifies, par exemple apres une electrophorese en gel d'agarose 
ou de polyaciylamide, ou apres une technique chromatographique 
comme la filtration sur gel ou la chromatographic echangeuse 
d'ions. La specificite de Tamplification peut etre controlee par 
hybridation moleculaire en utilisant comme sonde les sequences 

20 nucleotidiques de polynucleotides de Tinvention, des plasmides 
contenant ces sequences ou leurs produits d'amplification. Les 
fragments nucleotidiques amplifies peuvent etre utilises comme 
reactifs dans des reactions dliybridation afin de mettre en evidence 
la presence, dans un echantillon biologique, d'un acide nucleique 

25 cible de sequence complementaire a celle desdits fragments 
nucleotidiques amplifies. 

L'invention vise egalement les fragments nucleotidiques 
susceptibles d'etre obtenus par amplification a Taide d'amorces 
selon Tinvention. 
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D'autres techniques d'amplification de Tacide nucleique 
cible peuvent etre avantageusement employees comme alternative a 
la PCR (PCR-like) a Paide de couple d'amorces de sequences 
nucleotidiques selon Tinvention. Par PCR-like on entendra designer 
5 toutes les methodes mettant en oeuvre des reproductions directes 
ou indirectes des sequences d'acides nucleiques, ou bien dans 
lesquelles les systemes de marquage ont ete amplifies, ces 
techniques sont bien entendu connues, en general il s'agit de 
^amplification de l'ADN par une polymerase ; lorsque I'echantillon 
10 d'origine est un ARN il convient prealablement d'effectuer une 
transcription inverse. II existe actuellement de tres nombreux 
precedes permettant cette amplification, comme par exemple la 
technique SDA (Strand Displacement Amplification) ou technique 
d'amplification a deplacement de brin (Walker et al, 1992), la 
15 technique TAS (Transcription-based Amplification System) decrite 
par Kwoh et al. en 1989, la technique 3SR (Self-Sustained 
Sequence Replication) decrite par Guatelli et al. en 1990, la 
technique NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification) 
decrite par Kievitis et al en 1991, la technique TMA (Transcription 
20 Mediated Amplification), la technique LCR (Ligase Chain Reaction) 
decrite par Landegren et al. en 1988 et perfectionnee par Barany et 
al en 1991, qui emploie une ligase thermostable, la technique de 
RCR (Repair Chain Reaction) decrite par Segev en 1992, la 
technique CPR (Cycling Probe Reaction) decrite par Duck et al. en 
25 1990, la technique d'amplification a la Q-beta-replicase decrite par 
Miele et al en 1983 et perfectionnee notamment par Chu et al en 
1986 et Lizardi et al. en 1988, puis par Burg et al ainsi que par 
Stone et al. en 1996. 

Dans le cas ou le polynucleotide cible a detecter est un ARN, 
30 par exemple un ARNm, on utilisera avantageusement, 
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prealablement a la mise en oeuvre d'une reaction d 'amplification a 
Paide des amorces selon Tinvention ou a la mise en oeuvre d'un 
precede de detection a l'aide des sondes de l'invention, une enzyme 
de type transcriptase inverse afin d'obtenir un ADNc a.partir de 
5 TARN contenu dans l'echantillon biologique. L'ADNc obtenu servira 
alors de cible pour les amorces ou les sondes mises en oeuvre dans 
le precede d'amplification ou de detection selon ^invention. 

Les sondes nucleotidiques selon l'invention hybrident 
specifiquement avec une molecule d'ADN ou d'ARN de 

10 polynucleotide selon l'invention, plus particulierement avec la 
sequence SEQ ID N° 1 codant pour le polypeptide ICBP90, dans des 
conditions dliybridation de forte stringence telles que donnees sous 
forme d'exemple precedemment. 

La technique dliybridation peut etre realisee de manieres 

15 diverses (Matthews et al, 1988). La methode la plus generate 
consiste a immobiliser Tacide nucleique extrait des cellules de 
differents tissus ou de cellules en culture sur un support (tel que la 
nitrocellulose, le nylon, le polystyrene) et a incuber, dans des 
conditions bien definies, Tacide nucleique cible immobilise avec la 

20 sonde. Apres lliybridation, l'exces de sonde est elimine et les 
molecules hybrides formees sont detectees par la methode 
appropriee (mesure de la radioactivite, de la fluorescence ou de 
Tactivite enzymatique liee a la sonde). 

Selon un autre mode de mise en oeuvre des sondes 

25 nucleiques selon Tinvention, ces dernieres peuvent etre utilisees 
comme sonde de capture. Dans ce cas, une sonde, dite « sonde de 
capture », est immobilisee sur un support et sert a capturer par 
hybridation specifique l'acide nucleique cible obtenu a partir de 
l'echantillon biologique a tester et l'acide nucleique cible est ensuite 
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detecte grace a une seconde sonde, dite « sonde de detection », 
marquee par un element facilement detectable, 

Dans un mode prefere de realisation, Tinvention comprend 
l*utilisation d'un oligonucleotide sens ou antisens pour.controler 
5 l'expression du produit proteique correspondant. Parmi les 
fragments d'acides nucleiques interessants, il faut citer en 
particulier les oligonucleotides anti-sens, c'est-a-dire dont la 
structure assure, par hybridation avec la sequence cible, une 
inhibition de l'expression du produit correspondant. II faut 
10 egalement citer les oligonucleotides sens qui, par interaction avec 
des proteines impliquees dans la regulation de l'expression du 
produit correspondant, induiront soit une inhibition, soit une 
activation de cette expression. Les oligonucleotides selon Tinvention 
presentent une taille minimale de 9 bases, de preference de 18 
1 5 bases, et de maniere plus preferee 36 bases. 

I/invention concerne un vecteur recombinant de clonage 
d'un polynucleotide selon l'invention et/ou d'expression d'un 
polypeptide selon ^invention caracterise en ce qu'il contient un 
polynucleotide selon Tinvention tel que precedemment decrit. Le 
20 vecteur selon Tinvention est caracterise en ce qu'il comporte les 
elements permettant Texpression eventuellement la secretion 
desdites sequences dans une cellule hote. Ces vecteurs sont utiles 
pour transformer des cellules hotes afin de doner ou d'exprimer les 
sequences nucleotidiques de Tinvention. Des vecteurs particuliers 
25 sont par exemple des vecteurs d'origine virale ou plasmidique. 
Parmi ces vecteurs, on prefere ceux de la serie pGEX (Pharmacia) 
pour Texpression dans les bacteries ou pSG5 (Stratagene, La Jolla, 
CA USA) pour 1'expression en systeme eucaryote. 

Selon un mode particulier de realisation, le vecteur selon 
30 Tinvention comporte des elements de controle de l'expression des 
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polypeptides ; ces elements de contrdle sont choisis de preference 
parmi (i) la sequence promotrice du gene ICBP90 selon 
l'invention qui correspond a la sequence SEQ ID N°12 ; (ii) un 
polynucleotide dont la sequence est complementaire a la. sequence 
5 SEQ ID N° 12 ; (iii) un polynucleotide dont la sequence comporte au 
moins 80% d'identite avec un polynucleotide defini en (i) ou (ii) ; (iv) 
un polynucleotide hybridant dans des conditions de forte 
stringence avec la sequence de polynucleotide definie en (i), (ii), (iii). 
Les outils informatiques a la disposition de lTiomme du metier lui 

10 permettent aisement d'identifier les boites regulatrices promotrices 
necessaires et suffisantes au controle de l'expression genique, 
notamment les boites TATA, CCAAT, GC, ainsi que les sequences 
regulatrices stimulatrices (« enhancer ») ou inhibitrices (« silencers ») 
qui controlent en CIS l'expression des genes selon l'invention. 

15 II est egalement dans l'etendue de l'invention d'utiliser les 

elements ci-dessus definis et choisis parmi la sequence SEQ ID 
N°12 pour controler l'expression de polypeptides heterologues 
autres que ceux de l'invention et notamment pour diriger 
l'expression de polypeptides heterologues dans les types cellulaires 

20 dans lesquels les polypeptides selon l'invention s'expriment 
normalement. 

L'invention comprend en outre les cellules hotes, 
notamment les cellules eucaryotes et procaryotes, caracterisees en 
ce qu'elles sont transformees par les vecteurs selon l'invention. De 

25 preference, les cellules hotes sont transformees dans des conditions 
permettant l'expression d'un polypeptide recombinant selon 
l'invention. LTidte cellulaire peut etre choisi parmi les cellules 
bacteriennes (Olins et Lee, 1993), mais egalement les cellules de 
levure (Buckholz, 1993), de meme que les cellules animales, en 

30 particulier les cultures de cellules de mammiferes (Edwards et 
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Aruffo, 1993), mais egalement les cellules d'insectes dans lesquelles 
on peut utiliser des precedes mettant en oeuvre des baculovirus 
par exemple (Luckow, 1993). Ces cellules peuvent etre obtenues par 
Tintroduction dans des cellules hotes d\me sequence nuclecrtidique 
5 inseree dans un vecteur tel que defini ci-dessus, puis la mise en 
culture desdites cellules dans des conditions permettant la 
replication et/ou Fexpression de la sequence nucleotidique 
transfectee. 

L'invention concerne egalement une methode de preparation 

10 d*un polypeptide caracterise en ce qu'il met en oeuvre un vecteur 
selon l'invention. Plus particulierement, Tinvention porte sur une 
methode de preparation d'un polypeptide recombinant caracterise 
en ce que Ton cultive des cellules transformees selon ^invention 
dans des conditions permettant l'expression dudit polypeptide 

1 5 recombinant et que Ton recupere ledit polypeptide recombinant. 

Le polypeptide selon Tinvention est susceptible d'etre obtenu 
selon un precede de Tinvention et selon les techniques de 
production de polypeptides recombinants connues de lTiomme du 
metier. La presente invention concerne done le polypeptide 

20 recombinant susceptible d'etre obtenu par la methode ci-dessus 
presentee. Dans ce cas, la sequence d'acide nucleique utilisee est 
placee sous le controle de signaux permettant son expression dans 
un hote cellulaire. Un systeme efficace de production d'un 
polypeptide recombinant necessite de disposer d'un vecteur, par 

25 exemple d'origine plasmidique ou virale, et d'une cellule hote 
compatible. Le vecteur doit comporter un promoteur, des signaux 
d'initiation et de terminaison de la traduction, ainsi que des regions 
appropriees de regulation de la transcription. II doit pouvoir etre 
maintenu de fagon stable dans la cellule et peut eventuellement 

30 posseder des signaux particuliers specifiant la secretion du 
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polypeptide traduit. Ces differents signaux de contrdle sont choisis 
en fonction de ttiote cellulaire utilise. A cet effet, les sequences 
d'acide nucleique selon Tinvention peuvent etre inserees dans des 
vecteurs a replication autonome au sein de lliote choisi, 'ou des 
5 vecteurs integrates de ttiote choisi. De tels vecteurs seront 
prepares selon les methodes couramment utilisees par ITiomme du 
metier, et les clones en resultant peuvent etre introduits dans un 
hote approprie par des methodes standards telles par exemple la 
transfection par precipitation au phosphate de calcium, la 
1 0 lipofection, l'electroporation, le choc thermique. 

Les polypeptides recombinants obtenus comme indique ci- 
dessus, peuvent aussi bien se presenter sous forme glycosylee que 
non glycosylee et peuvent presenter ou non la structure tertiaire 
naturelle. 

1 5 Les polypeptides obtenus par synthese chimique et pouvant 

comporter des acides amines non naturels correspondant auxdits 
polypeptides recombinants, sont egalement compris dans 
l'invention. Les peptides selon l'invention peuvent egalement etre 
prepares par les techniques classiques, dans le domaine de la 

20 synthese des peptides, Cette synthese peut etre realisee en solution 
homogene ou en phase solide. 

Les precedes de purification de polypeptide recombinant 
utilises sont connus de ITiomme du metier. Le polypeptide 
recombinant peut etre purifie a partir de lysats et extraits 

25 cellulaires, du surnageant du milieu de culture, par des methodes 
utilisees individuellement ou en combinaison, telles que le 
fractionnement, les methodes de chromatographic les techniques 
d'immuno-affinite a Taide d'anticorps mono ou polyclonaux 
specifiques, etc. 
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Une variante preferee consiste a produire un polypeptide 
recombinant fusionne a une proteine « porteuse » (proteine 
chimere). L'avantage de ce systeme est qu'il permet une 
stabilisation et une diminution de la proteolyse du produit 
5 recombinant, une augmentation de la solubilite au cours de la 
renaturation in vitro et/ou une simplification de la purification 
lorsque le partenaire de fusion possede une affinite pour un ligand 
specifique. 



10 polyclonal et ses fragments, caracterises en ce qu'ils lient 
specifiquement un polypeptide selon Invention. Les anticorps 
chimeriques, les anticorps humanises et les anticorps simple 
chaine font egalement partie de l'invention. Les fragments 
d'anticorps selon l'invention sont de preference des fragments Fab 

15 ouF(ab , )2. 

Les polypeptides selon l'invention permettent de preparer 
des anticorps monoclonaux ou polyclonaux. Les anticorps 
monoclonaux pourront avantageusement etre prepares a partir 
d'hybridomes selon la technique decrite par Kohler et Milstein en 

20 1975. Les inventeurs ont employe cette technique pour obtenir un 
hybridome produisant un nouvel anticorps monoclonal hautement 
specifique d'un epitope de la proteine ICBP90. 

Les anticorps polyclonaux pourront etre prepares, par exemple 
par immunisation d\in animal, en particulier une souris, avec un 

25 polypeptide selon l'invention associe a un adjuvant de la reponse 
immunitaire, puis purification des anticorps specifiques contenus 
dans le serum des animaux immunises sur une colonne d 'affinite 
sur laquelle a prealablement ete fixe le polypeptide ayant send 
d'antigene. Les anticorps polyclonaux selon l'invention peuvent 

30 aussi etre prepares par purification sur une colonne d'affinite, sur 



L'invention concerne egalement un anticorps monoclonal ou 
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laquelle a prealablement ete immobilise un polypeptide selon 
Tinvention. 

L'invention porte egalement sur un anticorps monoclonal 
specifique de la proteine ICBP90 humaine et capable . d*inhiber 
5 Tinteraction entre ICBP90 et la sequence d'ADN sur laquelle se lie 
specifiquement la proteine ICBP90. Selon un autre mode de 
realisation, Tanticorps monoclonal selon Tinvention et specifique de 
la proteine ICBP90 humaine est capable d'inhiber Tinteraction entre 
ICBP90 et les proteines avec lesquelles ICBP90 interagit, lesdites 

10 proteines etant de preference ICBP90 elle-meme ou des proteines 
du complexe transcriptionneL Par proteines du complexe 
transcriptionnel, on entend designer toutes les proteines 
intervenant dans la reaction de la transcription que se soit 
Tinitiation, Telongation ou la terminaison de la transcription. 

15 Les anticorps de Tinvention pourront egalement etre 

marques de la meme maniere que decrit precedemment pour les 
sondes nucleiques de Tinvention et de maniere preferee avec un 
marquage de type enzymatique, fluorescent ou radioactif. 

Par ailleurs, outre leur utilisation pour la purification des 

20 polypeptides, les anticorps de Tinvention, en particulier les 
anticorps monoclonaux, peuvent egalement etre utilises pour la 
detection de ces polypeptides dans un echantillon biologique. 

lis constituent ainsi un moyen d'analyse de Texpression de 
polypeptide selon Tinvention, par exemple par immunofluorescence, 

25 marquage a Tor, immunoconjugues en2ymatiques. 

Plus generalement, les anticorps de Tinvention peuvent etre 
avantageusement mis en oeuvre dans toute situation ou 
Texpression d*un polypeptide selon Tinvention doit etre observee, et 
plus particulierement en immunocytochimie, en 
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immunohistochimie ou dans des experiences de « western 
blotting ». 

Ainsi, Finvention concerne une methode de detection et/ou 
de dosage d*un polypeptide selon Finvention, dans un echantillon 
5 biologique, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes de 
raise en contact de Fechantillon biologique avec des anticorps selon 
Finvention puis de mise en evidence du complexe antigene- 
anticorps forme. Cette methode peut etre utilisee en 
irnmunocytochimie pour la localisation cellulaire du polypeptide 

10 selon Finvention et en immunohistochimie pour evaluer la 
proliferation cellulaire. 

Entre egalement dans le cadre de Finvention, un necessaire 
pour la detection et/ou le dosage d'un polypeptide selon Finvention 
dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend les 

1 5 elements suivants : (i) un anticorps monoclonal ou polyclonal tel 
que decrit precedemment ; (ii) le cas echeant, les reactifs pour la 
constitution du milieu propice a la reaction immunologique ; (iii) les 
reactifs permettant la detection des complexes antigene-anticorps 
produits par la reaction immunologique. Ce kit est notamment utile 

20 a la realisation d'experiences de Western Blotting ; celles-ci 
permettent d'etudier la regulation de Fexpression du polypeptide 
selon Finvention a partir de tissus ou de cellules. Ce kit est 
egalement utile aux experiences d'immunoprecipitation pour mettre 
en evidence notamment les proteines interagissant avec le 

25 polypeptide selon Finvention. 

Toute procedure classique peut etre mise en oeuvre pour 
realiser une telle detection et/ou dosage. A titre d'exemple, une 
methode preferee met en jeu des processus immunoenzymatiques 
selon la technique ELISA, par immunofluorescence, ou radio- 

30 immunologique (RIA) ou equivalent. 
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L'invention comprend egalement une methode de detection 
et/ou de dosage d'a^J.e nucleique selon l'invention, dans un 
echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes: (i) d'isolement de l'ADN a partir de l'echantillon 
5 biologique a analyser, ou obtention d*un ADNc a partir de l'ARN de 
l'echantillon biologique ; (ii) d 'amplification specifique de l'ADN 
codant pour le polypeptide selon l'invention a l'aide d'amorces ; (iii) 
d'analyse des produits d'amplification. 

L'invention comprend en outre un necessaire pour la 

10 detection et/ou le dosage d'un acide nucleique selon l'invention, 
dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend les 
elements suivants : (i) un couple d'amorces nucleiques selon 
l'invention, (ii) les reactifs necessaires pour effectuer une reaction 
d'amplification d'ADN, et eventuellement (iii) un composant 

15 permettant de verifier la sequence du fragment amplifie, plus 
particulierement une sonde selon l'invention. 

L'invention comprend aussi une methode de detection et/ou 
de dosage d'acide nucleique selon l'invention, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : (i) 

20 de mise en contact d'une sonde selon l'invention avec un 
echantillon biologique ; (ii) de detection et/ou de dosage de lhybride 
forme entre ladite sonde et l'ADN de l'echantillon biologique. 

L'invention comprend egalement un necessaire pour la 
detection et/ou le dosage d'acide nucleique selon l'invention, dans 

25 un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend les 
elements suivants : (i) une sonde selon l'invention, (ii) les reactifs 
necessaires a la mise en oeuvre d'une reaction dhybridation, et le 
cas echeant, (iii) un couple d'amorces selon l'invention, ainsi que 
les reactifs necessaires a une reaction d'amplification de l'ADN. 
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L/invention concerne particulierement les precedes selon 
llnvention et decrits ci-dessus, pour la detection et le diagnostic de 
proliferation cellulaire, et plus particulierement de proliferation 
cellulaire d'origine cancereuse. - 
5 I/invention concerne egalement une methode de criblage de 

ligands susceptibles d'affecter Tactivite transcriptionnelle d*un gene 
dont le promoteur comporte des boites CCAAT et/ou CCAAT 
inversees susceptibles de lier un polypeptide selon Tinvention, 
ladite methode etant caracterisee en ce quelle comporte les etapes 

1 0 suivantes de mise en contact dudit polypeptide et d*un ou plusieurs 
ligand(s) potentiel(s) en presence de reactifs necessaires a la mise 
en ceuvre d'une reaction de transcription ou de detection et/ou de 
mesure de Tactivite transcriptionnelle. C'est egalement un des 
objets de Tinvention de fournir un kit ou un necessaire pour le 

15 criblage de ligands susceptibles d'affecter Tactivite 
transcriptionnelle d\m gene dont le promoteur comporte des boites 
CCAAT et/ou CCAAT inversees susceptibles de lier un polypeptide 
selon Tinvention caracterise en ce qu'il comprend les elements 
suivants : (i) un polypeptide selon Tinvention ; (ii) un ligand ; (iii) les 

20 reactifs necessaires a la mise en oeuvre d'une reaction de 
transcription. 

Le polypeptide ICBP90 selon Tinvention presente une fonction 
de recepteur nucleaire. Par recepteur nucleaire, on entend designer 
un polypeptide qui possede les proprietes essentielles des 

25 recepteurs nucleaires dliormones. Cette superfamille de gene 
contient entre autres les recepteurs nucleaires a Tacide retinoique 
(RAR, RXR,...), les recepteurs nucleaires aux hormones steroides 
(glucocorticoides, mineralocorticoldes, progesterone, androgene, 
oestrogene), et les recepteurs nucleaires aux hormones 

30 thyroldiennes (hormone T3). C'est done egalement un des objets de 
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la presente invention de fournir un precede de criblage de ligand 
susceptible d'affecter la fonction « recepteur nucleaire » du 
polypeptide selon Tinvention. Un tel precede comporte les etaptes 
de : 

5 a) mise en contact du polypeptide de Tinvention et d'un ou 

plusieurs ligands potentiels en presence de reactifs 
necessaires ; 

b) detection et/ou mesure de Tactivite transcriptionnelle 
d'un gene dont le promoteur comporte des sequences 
10 nucleotidiques sur lesquelles sont susceptibles de se lier 

le polypeptide de Tinvention. De preference, lesdites 
sequences nucleotidiques sont des boltes CCAAT et/ou 
CCAAT inversees (ICB). 
Les techniques de detection et/ou de mesure de Tactivite 
1 5 transcriptionnelle sont connues de lTiomme du metier, II convient 
notamment de citer les technologies de Northern Blotting et de RT- 
PCR qui peuvent etre mises en oeuvre avec les polynucleotides de 
Tinvention utilises respectivement comme sonde ou comme amorce. 
Par ligand, on entend deflnir tous les composes susceptibles 
20 d'interagir avec le polypeptide selon Tinvention pour former un 
complexe susceptible d'affecter Tactivite transcriptionnelle, c'est-a- 
dire d'augmenter, de diminuer, de moduler ou d'annuler la 
transcription d'un gene sous le controle d'un promoteur contenant 
une sequence d'ADN a laquelle se lie le polypeptide de Tinvention. 
25 Un tel ligand est done susceptible d'avoir une activite 

agoniste ou antagoniste. Parmi les ligands selon Tinvention, il 
convient de citer les molecules biologiques interagissant avec le 
polypeptide selon Tinvention, ainsi que tous les composes 
chimiques de synthese. Parmi les ligands, il convient egalement de 
30 citer Tanticorps selon Tinvention, ainsi qu*un oligonucleotide 
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presentant une identite de sequence avec la sequence nucleotidique 
CCAAT et/ou CCAAT inversee ; un tel ligand est susceptible de 
constituer un inhibiteur du polypeptide selon Tinvention. 

L'invention porte egalement sur le ligand susceptible d'etre 
5 obtenu par les precedes de criblage precedents. 

On entend definir egalement par ligand tout compose 
susceptible de se lier a la sequence d'ADN de liaison du polypeptide 
selon Tinvention. Un tel ligand constitue un inhibiteur competitif 
du polypeptide selon Tinvention pour la liaison a la sequence 
10 d'ADN. 

De preference, Techantillon biologique selon Tinvention dans 
lequel est realise la detection et le dosage est constitue par un 
fluide corporel, par exemple un serum humain ou animal, du sang, 
de la salive, du mucus pulmonaire, ou par des biopsies. Entre 

15 egalement dans la definition d\in echantillon biologique de 
Tinvention le liquide biologique resultant d*un lavage broncho- 
alveolaire obtenu egalement lors des analyses diagnostiques des 
cancers des voies aeriennes profondes. 

Selon un autre aspect, Tinvention concerne un compose 

20 caracterise en ce qu'il est choisi parmi un anticorps, un 
polypeptide, un ligand, un polynucleotide, un oligonucleotide ou un 
vecteur selon Tinvention a titre de medicament et notamment en 
tant que principes actifs de medicament ; ces composes seront 
preferentiellement sous forme soluble, associes a un vehicule 

25 pharmaceutiquement acceptable. Par vehicule 

pharmaceutiquement acceptable, on entend designer tout type de 
vehicule employe habituellement dans la preparation de 
compositions injectables, e'est-a-dire un diluant, un agent de 
suspension tel une solution saline isotonique ou tamponnee. De 

30 preference, ces composes seront administres par voie systemique, 



WO 00/78949 



PCT/FR00/01747 



30 

en particulier par voie intraveineuse, par voie intramusculaire, 
intradermique ou par voie orale. Leurs modes d'administration, 
posologies et formes galeniques optimaux peuvent etre determines 
selon les criteres generalement pris en compte dans l'etab.iissement 
5 d*un traitement adapte a un patient comme par exemple l'age ou le 
poids corporel du patient, la gravite de son etat general, la tolerance 
au traitement et les effets secondares constates, etc. 

Selon un autre aspect, 1'invention concerne un compose 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi un polypeptide, un 

10 polynucleotide, un polynucleotide antisens, un anticorps, un 
vecteur, une cellule, un ligand selon 1'invention a titre de 
medicament et notamment en tant que principes actifs de 
medicament ; ces composes seront preferentiellement sous forme 
soluble, associes a un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

1 5 Par vehicule pharmaceutiquement acceptable, on entend designer 
tout type de vehicule employe habituellement dans la preparation 
de compositions injectables, c'est-a-dire un diluant, un agent de 
suspension tel une solution saline isotonique ou tamponnee. De 
preference, ces composes seront administres par voie systemique, 

20 en particulier par voie intraveineuse, par voie intramusculaire, 
intradermique ou par voie orale. Leurs modes d'administration, 
posologies et formes galeniques optimaux peuvent etre determines 
selon les criteres generalement pris en compte dans l'etablissement 
d*un traitement adapte a un patient comme par exemple l'age ou le 

25 poids corporel du patient, la gravite de son etat general, la tolerance 
au traitement et les effets secondares constates, etc. Quand l'agent 
est un polypeptide, un antagoniste, un ligand, un polynucleotide, 
par exemple une composition anti-sens, un vecteur, on peut 
l'introduire dans des tissus ou des cellules hotes par un certain 

30 nombre de facons, incluant l'infection virale, la micro-injection ou 
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la fusion de vesicules. On peut egalement utiliser Finjection par jet 
pour une administration intramusculaire comme decrit par Furth 
et al. (1992). On peut deposer le polynucleotide sur des 
microparticules d'or, et le delivrer par voie intradermique -a l'aide 
5 d*un dispositif de bombardement de particules, ou un « pistolet a 
gene » comme decrit dans la litterature (voir par exemple Tang et ah 
(1992) ou ies microprojectiles d'or sont revetues avec le 
polynucleotide de Tinvention, de preference le polynucleotide 
antisens de Tinvention, puis bombardee dans les cellules de peau. 

1 0 Le compose selon Tinvention est utilise pour la preparation 

d*un medicament destine a moduler, a augmenter ou a diminuer la 
proliferation cellulaire. 

L'invention porte egalement sur une composition 
pharmaceutique pour le traitement preventif et curatif du cancer 

1 5 caracterisee en ce qu'elle contient une quantite therapeutiquement 
efficace d'un compose selon Tinvention et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. Selon un mode prefere de 
realisation, la composition pharmaceutique est caracterisee en ce 
qu'elle contient un anticorps selon Tinvention en tant qu*agent de 

20 ciblage conjugue a au moins un agent selectionne parmi le groupe 
des agents antiproliferatifs, antineoplastiques ou cytotoxiques. Ces 
agents sont des radioisotopes ou des entites non isotopiques. La 
conjugaison de Tanticorps de la presente invention a un agent 
antiproliferatif, antineoplastique ou cytotoxique peut etre utilise 

25 pour arreter le developpement des cancers et pour induire une 
regression et/ou une elimination de la masse tumorale. De 
preference, Tanticorps ou le fragment d'anticorps ainsi conjugue est 
introduit dans le patient atteint de cancer et delivre aux sites 
tumoraux par voie orale ou parenterale dans un liquide 

30 transporteur pharmaceutiquement acceptable tel qu'une solution 
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de sel physiologique. Alternativement, une solution ou une 
suspension d'anticorps ou de fragment d'anticorps conjugue a un 
agent peut etre perfusee directement dans le tissu epithelial malin, 
cette methode etant utilisee de preference dans le cas ou. le* cancer 
5 n'est pas metastase. 

Les radioisotopes preferes conjugues aux anticorps 
monoclonaux employes pour la therapie sont des radioisotopes 
emetteurs de rayons gamma et de preference l'lode 131 , lTttrium 90 , 
l'Ori*>, le Palladium"**, le Cuivre 67 , le Bismuth 217 et l'Antimoine 2 ". 

10 Les radioisotopes emetteurs de rayons beta et alpha peuvent 
egalement etre utilises pour la therapie. Les entites non isotopiques 
conjuguees aux anticorps monoclonaux employes pour la therapie 
sont multiples et varies; on peut citer: (i) les antimetabolites telles 
les agents anti-folate, le methotrexate, (ii) les analogues des purines 

15 et des pyrimidines (mercaptopurine, fluorouracile, 5-azacytidine), 
(iii) les antibiotiques, (iv) les lectines (ricine, abrine) et (iv) les 
toxines bacteriennes (toxine diphterique). 

L'anticorps selon l'invention peut egalement etre utilise en 
tant qu'agent de ciblage pour cibler des cellules cytotoxiques telles 

20 les cellules T humaines, les monocytes ou les cellules NK sur le lieu 
de la tumeur metastasee ou non. Les cellules cytotoxiques peuvent 
etre attachees a l'anticorps via le recepteur Fc situe a la surface de 
ces cellules ou via un anticorps intermediaire presentant une 
double specificite par exemple; de tels anticorps bispecifiques pour 

25 le ciblage des cellules cancereuses peuvent etre produits en 
fusionnant une cellule immunitaire produisant Tanticorps de la 
presente invention ou l'hydridome de la presente invention avec 
une cellule produisant un anticorps dirige contre la cellule 
cytotoxique a cibler. Des anticorps bispecifiques peuvent egalement 

30 etre produits par couplage chimique de deux anticorps ayant la 
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specificite desiree. L'anticorps selon Tinvention permet egalement 
de cibler des vehicules de delivrance d'agents antiproliferatifs, 
antineoplastiques ou cytotoxiques sur le lieu de la tumeur 
metastasee ou non. Par vehicules de delivrance on entend designer 
5 les liposomes et les particules virales. Dans certains cas, on pourra 
prevoir des elements de ciblage assurant une expression specifique 
de certains tissus ou cellules de fagon a pouvoir limiter les zones 
d 'expression des polypeptides selon Tinvention. 

L'invention concerne egalement un produit comprenant au 
10 moins un compose selon Tinvention et au moins un agent 
anticancereux comme produit de combinaison pour une utilisation 
simultanee, separee ou etalee dans le temps en therapie anti- 
cancereuse. 

Enfin, Invention concerne une composition pour la 
1 5 detection, la localisation et Timagerie des cancers, comprenant un 
anticorps selon Tinvention, tel que Tanticorps est marque 
directement ou indirectement avec un marqueur generateur de 
signal selectionne parmi les isotopes radioactifs et les entites non 
isotopiques tels que definis precedemment. L'invention a egalement 
20 pour objet une methode de detection, de localisation et d'imagerie 
du cancer, comprenant (i) les etapes d 'injection parenterale chez un 
etre humain d'une composition selon Tinvention; (ii) Taccumulation 
apres un temps suffisant au niveau des cellules cancereuses de 
Tanticorps marque puis penetration de Tanticorps marque a 
25 Tinterieur desdites cellules, sans que ledit anticorps ne se lie de 
maniere substantielle aux cellules normales; et (iii) la detection du 
signal au moyen d'un detecteur de signal; et (iv) la conversion du 
signal detecte en une image des cellules cancereuses. 
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D'autres caracteristiques et avantages de l'invention 
apparaissent dans la suite de la description avec les exemples 
representes ci-apres. Dans ces exemples on se referera aux figures 
suivantes. 

5 

Figure 1 : Expression de la proteine ICBP90 dans les cellules 
HeLa (cellules tumorales) et dans les fibroblastes pulmonaires 
hu mai ns en culture prim aire (cellules non tumorales). 

La detection de la proteine endogene ICBP90 a ete realisee 

10 sur des extraits totaux de proteines de cellules HeLa a confluence 
(piste 1) ou en proliferation (piste 2) et sur des extraits totaux de 
proteines de fibroblastes pulmonaires humains en culture primaire 
a confluence (piste 3) ou en proliferation (piste 4). Apres migration 
sur gel de polyacrylamide 8% en presence de SDS, les proteines 

15 sont transferees sur membrane de nitrocellulose par 
electrotransfert. La revelation est realisee a l'aide de l'anticorps 
1RC1C-10 dilue au 1/4000 (concentration initiale 2 mg/ml) et d'un 
anticorps secondaire couple a la phosphatase alcaline et dirige 
contre les chaines lourdes d'anticorps de souris. Dans les pistes 

20 correspondant aux extraits de cellules HeLa, on observe une bande 
majeure a 97 kDa ; pour les cellules HeLa en proliferation, des 
bandes supplementaires de tailles inferieures a 97 kDa 
apparaissent (piste 2). Dans les fibroblastes pulmonaires humains 
a confluence, la proteine endogene n'est pas exprimee (piste 3) et 

25 apparait lorsque les cellules se mettent a proliferer (piste 4). Ces 
observations suggerent que la proteine endogene ICBP90 est un 
marqueur de proliferation cellulaire pour des cellules normales 
(fibroblastes) tandis que pour les cellules tumorales elle serait un 
marqueur quelque soit le stade cellulaire. 

30 
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Figure 2 : Immunoprecipitation de la proteine endogene 

L'immunoprecipitation est realisee sur des extraits proteiques 
totaux de cellules MOLT-4. L'anticorps 1RC1C-10 est fixe sur des 
billes de proteine G sepharose, puis mis en contact avec les -extraits 
5 proteiques pendant 2 heures a temperature ambiante. Apres lavage 
les complexes billes/ 1 RC 1 C- 1 0 /proteine sont precipites par 
centrifugation et analyses par migration sur gel de polyacrymalide 
8% en presence de SDS, puis transfert sur membrane de 
nitrocellulose et revelation comme indique dans la figure 1. On 
10 observe une bande unique de 97 kDa, ainsi qu'une bande de 45 
kDa qui correspond a la chaine lourde de 1RC1C-10. 

Figure 3 : Localisation nucleaire de la proteine endogene 

Nous avons utilise des cellules HeLa pour examiner 
15 Texpression endogene de la proteine ICBP90 in situ a 1'aide de 
Tanticorps 1RC1C-10 et d'un anticorps secondaire antisouris 
couple au fluorochrome CY3. Le marquage est localise 
exclusivement dans le noyau. Le nucleole et le cytoplasme ne sont 
pas marques, 

20 

Figure 4 : Expression de TICBP59 endogene dans les cellules en 
proliferation 

Nous avons observe la proteine endogene sur des coupes en 
paraffine d'appendice humain. Apres deparaffinage et pretraitement 

25 par chauffage en tampon acide (demasquage des sites 
antigeniques), les coupes sont incubees pendant 16 heures avec 
Tanticorps 1RC1C-10 dilue au 1/10000 (concentration initiale de 2 
mg/ml). La revelation se fait par mise en contact avec un anticorps 
secondaire biotinyle, puis incubation avec le complexe 

30 streptovidine-peroxydase. Une contre coloration des noyaux a 
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l'hematoxyline de Harris est egalement realisee. Le marquage par 
1RC1C-10 est localise essentiellement dans des zones de 
proliferation cellulaire. Les cellules marquees se trouvent dans les 
cryptes glandulaires (CG) ainsi que dans les zones genminatives 
5 (ger). 

Figure 5 : Expression de ICBP-59 dans divers tissus humains 

Nous avons evalue le niveau d'expression de l'ARNm 
correspondant a ICBP59 sur un dot blot d'ARN comportant 50 

1 0 tissus humains differents. Le blot a ete hybride pendant 16 heures 
a 68° C avec une sonde d'ADNc radioactive ( 32 P) de 679 pb dans 
une solution d'hybridation ExpressHyb (Clontech). Apres lavages, 
on realise une revelation par autoradiographic (exposition une 
semaine a 80°C). Les tissus presentant le plus haut niveau 

15 d'expression sont le thymus adulte et foetal, ainsi que la moelle 
osseuse adulte et le foie foetal. 

Figure 6 : Sequence nucleotidique de ICBP90 

L'ADNc codant pour ICBP90 comporte 2379 pb. Les portions 
20 de sequence indiquees en gras sont celles qui n'apparaissent pas 
dans les bases de donnees d'EST humains (human dbest). Les 
autres parties de la sequence existent dans diverses EST: 
de 1 a 325 : EST n° AI083773. 

de 367 a 865 : EST n° AA8 1 1055. 
25 de 940 a 1857 : EST n° AA488755, EST n° AA 129794 et 

EST n° AA354253. 

Figure 7 : Sequence proteique de ICBP90 

La sequence en acides amines de ICBP90 est deduite par 
30 traduction de la sequence nucleotidique de la figure 6. ICBP90 
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comporte 793 residus et presente un poids moleculaire theorique de 
89,758 kDa. Le pKi est de 7,7. Les acides amines indiques en gras 
correspondent a ICBP-59. 

5 Figure 8 : Detection de l'ICBP90 dans les sera de patients ayant 
des marqueors seriques eleves de tumeurs solides. 

Un volume de 2^1 de serum de chaque patient est dilue dans 
1 ml de tampon PBS (Phosphate Buffer Saline IX) contenant 0,1% 
de tween 20 suivi de dilutions croissantes realisees dans le meme 

10 tampon comme indique dans la figure. Un echantillon de 0,5 ml de 
chaque dilution est filtre sur la membrane de nitrocellulose a l'aide 
d*un appareil « Slot Blot BioRad ». La membrane est bloquee en 
presence de tampon PBS (contenant 0,1% de tween 20 et 5% de 
lait) pendant 1 heure a temperature ambiante. La proteine ICBP90 

15 est revelee a l'aide de I'anticorps 1RC-1C10 (Ing/ml) et de 
I'anticorps secondaire (anti-souris couple a la peroxydase dilue au 
1/5000). Les bandes sont revelees par chimiluminescence par 
exposition pendant 10 secondes d\in film X-MAT (Kodak). 

20 Figure 9 : Organisation structurale du gene ICBP90. 

A . Des exons representes par des boites : les boites grises 
representent des exons codants ; des boites blanches representent 
des exons non-codants. La taille des exons est indiquee en pb dans 
chaque boite, et les noms des exons sont identiques au-dessus des 
25 boites. Les introns sont mentionnes de maniere schematique par 
des lignes fines et leur taille approximative est indiquee en pb. Un 
site putatif de demarrage de la transcription et un signal consensus 
de polyadenylation sont indiques. L'ATG est le codon de debut de 
traduction et TGA le codon d'arret de la traduction. 

30 
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B. Sequence de la region 5' flanquante du gene ICBP90 (Seq 
ID N° 12) (Numero d'accession Genbank N° AF 220 226 deposee le 
30 decembre 1999). Les exons sont en majuscules et les introns en 
minuscules. Le codon de debut ATG est en majuscules gras, les 
5 boites riches en GC (GC) et les boites CCAAT (CB) sont representees 
en minuscules gras. 

Figure lO : Analyse du promoteur d'ICBP90 

Les sequences du promoteur dlCBP90 ont ete fusionnees a 
10 la sequence du gene « reporter » CAT dans le vecteur pBLCAT2 qui a 
ensuite ete transfecte dans les cellules COS-1. 

Une representation schematique de ces constructions est 
representee sur la gauche, avec le nombre se referant aux 
nucleotides en amont du codon d'initiation. Les activites CAT 
15 relatives des extraits cellulaires correspondant a Tinduction de 
Tactivite du promoteur TK minimal sont exprimees en pourcentage 
(a partir de trois experiences de transfection independantes) et sont 
indiquees sur la droite. 

20 Figure 11 : Analyse par Northern Blotting et Western Blotting 
de r expression d'ICBP90. 

A. LTiybridation Northern a ete effectuee sur une membrane 
de Northern Blotting dont les depots d'ARN proviennent de lignees 
cellulaires cancereuses de differents organes. Une sonde specifique 
25 dlCBP90, synthetisee par PCR, et marquee a la digoxigenine, a ete 
utilisee pour la detection des ARN m dlCBP90. Les tallies des ARN m 
sont mentionnees sur la droite de la ligne 7. 

Les lignes 1 a 7 contiennent des ARN provenant 
respectivement de la lignee leucemique promyelocytaire HL-60, de 
30 Hela 53, de cellules K562 de leucemie myelogene chronique, de 
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cellules de leucemie lymphoplastique MOLT-4, de cellules Raji du 
lymphome de Burlritt, de cellules SW480 d'adenocarcinome 
colorectal, et de cellules A549 de carcinome pulmonaire. 

LTiistogramme montre les taux d'expression des ARN m 
5 correspondant aux bandes de 5,1 kb et de 4,3 kb exprimes en 
pourcentage du taux d'expression de l'ARN m de 5,1 kb des cellules 
HL-60 (ligne 1, figure 11 A). 

B. Analyse en Western Blotting de l'expression de 
1 0 ICBP90 dans les cellules MOLT-4 et Hela. 

Des lysats de cellules totales de cellules Hela et MOLT-4 en 
proliferation ont ete prepares. L'expression d1CBP90 a ete analysee 
en Western Blotting en utilisant l'anticorps 1RC1C-10. 

1 5 EXEMPLE 1 : MISE EN EVIDENCE D'UNE NOUVELLE PROTEINE 
DE LIAISON A LA SEQUENCE ICB 



1.1. Construction reportrice pour le criblage de la banque 

Le systeme du simple hybride est une technique puissante 
20 qui permet de detecter in vivo chez la levure l'interaction de 
proteines avec des sequences d'ADN specifiques en criblant des 
banques d'ADNc. Ceci permet d'evaluer directement l'ADNc 
correspondant de la proteine a lier. Plusieurs etudes ont permis 
d'identifier la nouvelle proteine dans cette methode. Ces methodes 
25 decrivent tres bien les protocoles utilises (Inouye et cd., 1994 ; Wang 
et Reed, 1993). 

Brievement, les oligonucleotides suivants ont ete synthetises 
5'- AATTCGATTGGTTCTGATTGGTTCTGATTGGTTCTT-3' et 5'- 
CTAGAAGAACCAATCAGAACCAATCAGAACCAATCG-3 ' . Ces 
30 nucleotides sont ensuites hybrides. Selon les instructions du 
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fabricant (Clontech, Palo Alto, CA), la construction reportrice cible 
possede trois copies en tandem de la sequence ICB2 (ICB2X3). 
Comme mentionne plus haut, une copie de ICB2 est soulignee et 
les sequences CCAAT sont representees en gras. Pour determiner la 
5 specificite de liaison des proteines a la boite ICB, les 
oligonucleotides suivants qui contiennent trois copies en tandem de 
la boite GC1 (GC1X3) et egalement presents dans le promoteur ont 
ete synthetises et hybrides: 

5 - AATTCGGGGCGGGGCCGGGGCGGGGCCGGGGCGGGGCT-3' 
1 0 5 - CTAGAGCCCCGCCCCGGCCCCGCCCCGGCCCCGCCCCGG-3 , 

Les fragments d'ADN cible resultant sont clones dans le 
polylinker d'un plasmide integratif pHISi-1 (Clontech) par ligation 
des extremites cohesives au niveau du site EcoRI et Xbal, en amont 
du promoteur minimal du gene hxs3. La souche de levure YM4271 
15 (Clontech) est utilisee pour la transformation et des colonies de 
levure ayant integrees le plasmide dans leur genome sont 
selectionnees sur un milieu synthetique Dropout ne contenant pas 
d'histidine. Deux clones ont ete isoles : un pour ICB2 et un pour la 
boite GC1. 

20 

1.2. Criblage de la banque 

Une banque d'ADNc de la lignee cellulaire Jurkat clonee au 
site d'EcoRI du polylinker en aval de GAL4-AD du vecteur pGADIO 
(Clontech) est utilisee pour le criblage selon les instructions du 

25 fabricant. Des clones positifs sont selectionnes puis cultives sur un 
milieu selectif deplete en histidine et en leucine. L'ADN plasmidique 
de ces clones est recupere et introduit par electroporation dans des 
bacteries Escherichia coli XL 1 -blue. Le sequengage des inserts a ete 
realise sur une matrice d'ADN plasmidique purifiee a partir d'une 

30 culture d f l,5 ml utilisant un kit de mini preparation (Bio-Rad, 
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Hercules, CA, USA). Une banque d'ADNc de thymus humain clone 
dans XgtlO (Clontech) a ete criblee par hybridation sur une plaque, 
pour recuperer un ADNc codant la partie N-terminale de la 
proteine. 

5 

1.3. Decouverte de ICBP-59 

Les ADNc de quatre clones ayant rempli les criteres de 
selection du systeme simple hybride ont ete sequences, et les profils 
analyses a l'aide de bases de donnees informatiques (Genbank, 

10 EMBL, PDB, Swissprot) aiin de determiner la nature des proteines 
codees. Deux clones correspondent a des proteines ribosomales 
(hRS12 et hRS4), un a une serine-threonine kinase (STPLK-1) et le 
quatrieme a une proteine humaine d'un poids moleculaire 
theorique de 59 kDa (calcule a partir de la sequence traduite) et 

1 5 non repertories 

Les ADNc, codant pour hRS4, hRS12 et ICBP-59 et obtenus 
par digestion par EcoRI des clones positifs obtenus dans le vecteur 
pGADIO, ont ete clones au site EcoRI du vecteur d'expression 
pGEX-4T-l (Pharmacia). Les ADN recombinants sont ensuite 

20 transformes dans une souche d'Escherichia coli adaptee (BL21). 500 
ml de culture du clone selectionne ont ete utilises lorsque une 
densite optique de 0,5 a ete atteinte. La surexpression des 
proteines d'interet a ete induite par l'lPTG (ImM) pendant 2h a 37° 
C. Le vecteur pGEX-4T-l conduit a I'obtention de grandes quantites 

25 de proteines sous forme fusionnee a la glutathion-S-transferase 
(GST). Les proteines de fusion avec la glutathione-S- transferase 
(GST) sont ensuite purifiees en utilisant des billes de sepharose 
couple au glutathion (Pharmacia) suivi par une coupure durant la 
nuit avec de la thrombine (0,05 U/ml) a 4° C (Pharmacia). 
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Pour tester l'aptitude de la proteine de poids moleculaire de 
59 kDa a lier specifiquement les boites ICB1 et/ou ICB2, trois 
copies en tandem de ICB2 (ICB2X3, sequences decrites 
precedemment) ont ete marquees au niveau terminal au phesphore 
5 32 P en utilisant la polynucleotide kinase T4 (New England Biolabs) 
et du [y^PJATP (160 mCi/mmol, ICN Irvine, CA, USA). Pour 
examiner la specificite de la liaison, des oligonucleotides contenant 
seulement une copie de la boite CCAAT ont ete synthetises : 
ICB1: 5'-AGTCAGGGATTGGCTGGTCTG-3'; 
10 5'- CAGACCAGCCAATCCCTGACT-3' 

ICB2: 5'-AAGCTACGATTGGTTCTTCTG-3'; 
5' -CAGAAGAACCAATCGTAGCTT-3 ' . 

La proteine ICBP-59 purifiee (1 ng) est incubee avec 1 ng 
d'oligonucleotide marque a son extremite terminale par du 

1 5 phosphore 32 P dans 12% de glycerol, 12 mM d'HEPES-NaOH (pH 
7,9), 60 mM KC1, 4 mM Tris-HCl (pH 7,9), 100 ng BSA, 0,6 mM DTT 
et 100 ng de poly(dI/dC) dans 20 nl (Inouye et al., 1994). Apres 30 
minutes d'incubation a temperature ambiance, le mixte reactionnel 
est charge sur des gels de polyaciylamide a 6%. Dans les 

20 experiences de competition, la quantite indiquee d'oligonucleotides 
non marques est ajoutee au mixte reactionnel 10 min avant 
l'addition de proteines. Pour examiner les proprietes de liaison de 
FICBP90 a la boite ICB2, le meme protocole est utilise a la 
difference que Toligonucleotide marque contient seulement une 

25 copie de la sequence CCAAT telle que decrite ci-dessous: 

ICB2: 5' - ATAAAGGCAAGCTACGATTGGTTCTTCTGGACGGAGAC-3 ' 
S'-GTCTCCGTCCAGAAGAACCAATCGTAGCTrGCCTTTTAT-S' 
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La specificite de liaison est etudiee en utilisant un nucleotide 
non marque contenant une boite GC du promoteur du gene de la 
topoisomerase Hot humaine : 

5 , -GAATTCGAGGGTAAAGGGGCGGGGTTGAGGCAGATGCCA^3 , 
5 5 , -TGGCATCTGCCTCAACCCCQCCCCTTTACCCTCGAATTC-3\ 

Ces experiences de retard de migration sur gel d'acrylamide, 
nous ont permis de mettre en evidence que la nouvelle proteine 
humaine de 59 kDa est capable de lier une sequence d'ADN de type 
ICB, et ce de maniere specifique. Nous avons appele cette proteine 
1 0 ICBP-59 (pour Inverted CCAAT Box Binding Protein of 59 kDa). 

EXEMPLE 2 : CARACTERISATION DE LA PROTEINE ICBP90 

2.1. Syn these d' anticorps 

1 5 Les anticorps monoclonaux de souris sont synthetases dans 

notre Laboratoire par injection de la proteine ICBP-59 par les 
methodes traditionnelles (Brou et al, 1993) ; la proteine a ete au 
prealable purifiee par un systeme de fusion GST. Deux anticorps 
monoclonaux de 1RC1C-10 et 1RC1H-12 ont ete selectionnes pour 

20 leur performance a detecter la proteine endogene correspondant a 
la proteine ICBP-59 a la fois dans des experiences de Western 
blotting et dans des experiences d'immunocytochimie. Avant 
utilisation, les anticorps sont purifies sur colonne DEAE-cellulose 
(DE52, Whatmann) a partir des liquides d'ascites, 

25 

2.2. Mise en evidence de la proteine endogene pax Western 
Blotting 

Alin de detecter la proteine endogene correspondant a ICBP- 
59, nous avons dans un premier temps utilise 1RC1C-10 en 
30 Western blot (0,4 ng/ml d'anticorps monoclonal 1RC1C-10) sur des 
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extraits nucleaires de cellules HeLa en situation de proliferation et 
de confluence (Figure 1). Les cellules COS-1 et HeLa sont cultivees 
tel que decrit precedemment (Brou et al, 1993 ; Gaub et al, 1998; 
Rochette-Egly etcd., 1997). Les cellules MOLT-4 sont cultivees dans 
5 de l'air a 100% dans du RPMI supplemente par 10% de serum de 
veau fetal. Les fibroblastes pulmonaires humains en culture 
primaire sont prepares et cultives dans du DMEM/F12 tel que 
decrit precedemment (Kassel et al, 1998). Des extraits nucleaires 
de cellules Jurkat ont ete achetes chez Sigma alors que ceux de 

10 MOLT-4 et HL60 ont ete prepares tel que decrit auparavant (Lavie 
et at, 1999). Les cellules HeLa en phase de croissance et les 
fibroblastes pulmonaires humains sont obtenus par depletion de la 
culture en serum pendant 30 h suivi par la reintroduction pendant 
16 heures par 10% de serum de veau fetal (v/v). La proliferation est 

1 5 arretee lorsque la confluence atteint 60 a 70%. Les cellules arretees 
a confluence (confluence de 100%) sont obtenues de maniere 
concomitante en omettant Tetape de depletion en serum. Pour ces 
deux types cellulaires, des lysats cellulaires bruts sont prepares en 
recoltant les cellules dans du PBS (phosphate buffer saline) suivi 

20 d'une etape de sonication. Pour les experiences d'immunotransfert 
des lysats de cellules totales et des extraits nucleaires sont charges 
sur des gels de polyacrylamide SDS a 8% pour realiser une 
electrophorese en une dimension. Les proteines sont transferees 
sur des membranes de nitrocellulose bloquees avec un reactif de 

25 blocage 10% (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) 
et incubees avec Tanticorps monoclonal purifie (1RC1C-10) a la 
concentration de 0,5 |ig/ml. Un anticorps anti-souris de mouton 
couple a la phosphatase alcaline (fragments Fab, Roche Molecular 
Biochemicals) est utilise a une dilution de 1/2 500. Des signaux 
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sont detectes en utilisant le chlorure de 4-nitro blue tetrazolium/5- 
bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate comme substrat. 

Ces experiences montrent que la proteine endogene presente 
un poids moleculaire apparent d'environ 97 kDa. En outre, on 
5 observe que les formes de la proteine varie en fonction de la nature 
tumorale ou non-tumorale des cellules ainsi que de l'etat de 
confluence ou de proliferation des cellules. En effet, dans les pistes 
correspondant aux extraits de cellules HeLa, on observe une bande 
majeure a 97 kDa ; pour les cellules heLa en proliferation, des 

10 bandes supplementaires de tailles inferieures a 97 kDa 
apparaissent (piste 2). Dans les fibroblastes pulmonaires humains 
a confluence, la proteine endogene n'est pas exprimee (piste 3) et 
apparait lorsque les cellules se mettent a proliferer (piste 4). Ces 
observations suggerent que la proteine endogene ICBP90 est un 

15 marqueur de proliferation cellulaire pour des cellules normales 
(fibroblastes) tandis que pour les cellules tumorales elle serait un 
marqueur quelque soit le stade cellulaire. 

L'utilisation de l'anticorps monoclonal dans des experiences 
d'immunoprecipitation sur des extraits de proteines nucleaires, 

20 suivies d'un Western blot, conduit de la meme maniere a la mise en 
evidence d'une proteine de 97 kDa (Figure 2). 

Les resultats obtenus en Western blot, aussi bien pour les 
extraits de proteines nucleaires que pour les immunoprecipitations, 
montrent que la proteine de 59 kDa isolee a 1'aide du systeme 

25 simple hybride ne constitue qu'un fragment de la proteine endogene 
humaine correspondante, en l'occurrence le fragment C-terminal a 
partir du residu D263. II nous a done fallu entreprendre un 
nouveau criblage de banque d'ADNc. 
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2.3. Analyse en Dot Blot d'ARN de multiples tissus humains 

Afin de choisir une banque nous dormant le plus de chance 
possible d'isoler la proteine complete, nous avons voulu identifier 
un tissu humain exprimant TARN messager (ARNm) correspondant 
5 en quantite importante. A Taide d'une sonde dADNc recouvrant 
une partie de la sequence de ICBP59 et marquee au 32 P, nous avons 
teste Texpression de lARNm d'interet dans 50 tissus humains 
differents sur un dot blot d'ARN. Brievement, une sonde longue de 
678 paires de bases correspondant a la sequence en acides amines 

10 269 a 500 de ICBP90 a ete synthetisee par PCR en utilisant de la 
Taq polymerase (Sigma, St Louis, MO, USA). La sonde marquee par 
random priming en utilisant du dCTP-a 32 P est purifiee sur 
colonnes Sephadex G50 (Pharmacia, Uppsala, Suede). 

Un dot blot dARN de multiples organes contenant de TARN 

1 5 poly(A) + de 50 tissus humains differents est hybride 20 heures dans 
des conditions de forte stringence dans un milieu ExpressHyb 
(Clontech) a 68° C avec une sonde marquee au 32 P. Des lavages a 
haute stringence sont realises dans du 0,1 x SSC, 0,1% SDS a 68° 
C (De Vries et al, 1996). 

20 Les reultats obtenus (figure 5) montrent que les tissus 

exprimant le plus fortement TARNm de la proteine ICBP-59 sont le 
thymus adulte et foetal, ainsi que la moelle osseuse adulte et le foie 
foetal. Pour isoler la proteine entiere, notre choix s'est done porte 
sur une banque dADNc de thymus adulte. 

25 

2.4. Criblage de la banque et clonage de ICBP90 

Le criblage de la banque nous a permis d'obtenir plusieurs 
clones d'environ 4000 paires de bases (pb) comportant un cadre de 
lecture ouvert de 2379 pb (Fig.6). Cette sequence code pour une 
30 proteine de 793 acides amines (Fig.7) dont le poids moleculaire 
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theorique (calcule a partir de la sequence traduite) est de 89,758 
kDa. Nous avons appele cette proteine ICBP90 (pour Inverted 
CCAAT Box Binding Protein of 90 kDa) par analogie avec 
l'appellation utilisee pour la proteine initiale de 59 kDa. 
5 L'ADNc ICBP90 (2379 bp) a ete synthetise par PGR en 

utilisant 1'ADN polymerase Deep Vent (New England Biolabs, 
Beverly, MA, USA) et les oligonucleotides utilises au cours de cette 
reaction de PCR etaient voisins du site de EcoRI. Le produit de 
reaction a ete par la suite sousclone dans un vecteur pGEX-4T-l 
10 (Pharmacia) pour Texpression de la proteine de fusion GST dans 
BL21. La surexpression est induite par IPTG (ImM) pendant 4h a 
25° C. La proteine ICBP90 est ensuite purifiee. 

2.5. Immunocytochimie et immunohistochimie. 

1 5 L'observation directe de la proteine ICBP90 sur des cellules et 

tissus a ete egalement mise en ceuvre. 

Des cellules COS-1 ont ete transferees comme decrit 
precedemment (Brou et a/., 1993 ; Gaub et cd., 1998) avec le vecteur 
pSG5 (Stratagene, La Jolla, CA) dans lequel l'ADNc de ICBP90 

20 (2379 bp) a ete sous-clone dans le site de restriction EcoRI. L'ADNc 
est synthetise par reaction de polymerisation en chaine (PCR) 
utilisant la polymerase Deep Vent (New England Biolabs) et des 
oligonucleotides flanquants le site de restriction EcoRI. La 
construction plasmidique est verifiee par sequengage. 

25 Limmunomarquage des cellules HeLa et des cellules COS-1 
transferees est realise tel que decrit precedemment (Brou et al, 
1993) avec respectivement les anticorps monoclonaux 1RC1C-10 et 
1RC1H-12. Un marquage indirect a Timmunoperoxidase de ICBP90 
et de topoisomerase Ila est realise comme decrit precedemment (Rio 

30 et a/., 1987, Devys et al., 1993). Les appendices humains ont ete 
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inclus dans la paraffine et fixes dans du formalin 10% tampone 
(Sigma), Des coupes seriees (3 |im) sont incubees durant la nuit a 
temperature ambiante avec l'anticorps 1RC1C-10 et avec l'anticorps 
anti-topoisomerase Ila (NeoMarkers, Union City, CA, USA). Des 
5 anticorps lies de maniere specifique sont visualises par un 
complexe utilisant la streptavidine biotine (LAB/LSAB method, 
Dako LSAB2 System kit ; DAKO, Carpinteria, CA, USA). 

En immunocytochimie, l'anticorps 1RC1C-10 marque le noyau 
des cellules HeLa tandis que le nucleole et l'ensemble du 

10 cytoplasme ne sont pas marques (Figure 3). En 
immunohistochimie, des coupes en paraffine d'appendice humain 
montrent un marquage localise essentiellement dans des zones de 
proliferation cellulaire (Figure 4). En effet, les cellules marquees 
sont logees dans les cryptes glandulaires (CG) ainsi que dans les 

15 zones germinatives (Ger). Un marquage identique est obtenu 
lorsqu'on utilise un anticorps anti-topoisomerase Ila qui est une 
enzyme uniquement exprimee dans des cellules en proliferation 
(resultats non illustres). 

20 2.6. Recherches BLAST et prediction de domaines 

Les etudes sur BLAST en ligne ont ete realisees a partir des 
informations du National Center for Biotechnology Information au 
National Institute of Health (Bethesda, MD, USA). SCANPROSITE et 
PROFILESCAN sont utilises pour l'analyse proteique (Infobiogen, 

25 Villejuif, France). 

ICBP90 comporte un domaine « ubiquitin-iike » dans ses 80 
premiers acides amines, deux sites de localisation nucleaires 
potentiels dans la partie C-terminale et deux domaines en doigt de 
zinc (« zinc-finger »), dont Tun serait implique dans la liaison a 

30 l'ADN et Tautre dans des interactions proteine-proteine. Plusieurs 
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sites potentiels de phosphorylation par la proteine kinase C, la 
caseine kinase II ainsi que par une tyrosine kinase sont egalement 
presents. 

La production et la purification de ICBP90 a l'aide du systeme 
5 de fusion GST (mcme procede que celui utilise pour ICBP-59) nous 
a finalement permis de tester la capacite de la proteine complete a 
lier les sequences d'ADN de type ICB. Son comportement est en 
tous points identique a celui observe pour ICBP-59. 



1 0 humaine que nous avons appelee ICBP90 pour les raisons evoquees 
ci-dessus. Son poids moleculaire theorique est de 89,758 kDa et 
son poids moleculaire apparent sur gel d'acrylamide est de 97 kDa. 
Cette proteine est non seulement localisee exclusivement dans le 
noyau des cellules humaines, mais elle presente egalement la 

15 capacite a lier des sequences d'ADN de maniere specifique, en 
1'occurrence des sequences de type CCAAT. Pour ces raisons, nous 
pensons que ICBP90 a la possibility de moduler l'expression des 
genes dont le promoteur est pourvu de boites CCAAT, 
eventuellement en position inversee (ICB). Le gene de la 

20 topoisomerase Hot humaine qui nous interesse plus 
particulierement, et qui comporte cinq sequences ICB dans son 
promoteur, nous semble etre une des cibles privilegiees de ICBP90. 

Ces experiences ont permis de mettre en evidence les 
caracteristiques remarquables de l'anticorps 1RC1C-10 qui ne 

25 marque uniquement que les cellules en proliferation dans le cas de 
cellules non cancereuses ; il marque les cellules cancereuses en 
proliferation ou en quiescence ; il est utilisable dans 4 techniques 
differentes (Western blotting, immunocytochimie, 

immunohistologie, immunoprecipitation) ; il possede une tres 

30 bonne affinite et permet d'utiliser une dilution de 1/150 000 en 



En definitive, nous avons isole une nouvelle proteine 
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immunohistochimie (i.e. 13 ng/ml) ; enfin, son utilisation ne genere 
quasiment pas de bruit de fond. 

Les applications futures de 1RC1C-10 se situent en premier 
lieu dans les domaines du diagnostique et de la recherche 
5 fondamentale. Pour le diagnostique en anatomo-pathologie par 
exemple, il serait tout a fait possible de rendre compte de 1'etat 
proliferatif d'un tissus cancereux donne. Concernant la recherche 
fondamentale, des investigations sont en cours dans notre 
laboratoire afin de determiner la contribution exacte de ICBP90 

10 dans les mecanismes de proliferation des cellules normales et des 
cellules cancereuses. Or, pour Tetude de 1'expression de ICBP90 en 
fonction du cycle cellulaire, de sa localisation nucleaire precise et 
de son interaction avec d'autres proteines cellulaires, Tutilisation de 
Tanticorps sera incontournable. 

15 Pour Tinstant nous n'avons pas etudie l'expression de 

TICBP90 en fonction du cycle cellulaire. Neanmoins, dans le cas ou 
des lignees de cellules cancereuses sont confluentes ou lorsqu'elles 
sont en proliferation nous ne pouvons detecter de differences 
significatives de l'expression de riCBP90 (Fig. 1) du moins en ce qui 

20 concerne la forme a 97 kDa. Par contre, dans des cellules 
confluentes non cancereuses (cellules musculaires lisses 
bronchiques humaines) l'expression de riCBP90 est difficilement 
detectable (resultats non illustres). Ceci est confirme sur les coupes 
histologiques ou aucune cellule en quiescence n'est marquee par 

25 l'anticorps. II est par consequent possible que HCBP90 soit 
exprimee quelle que soit la phase du cycle cellulaire dans des 
cellules cancereuses alors que son expression varierait en fonction 
de chaque phase dans des cellules non cancereuses. Ceci rend 
done Tutilisation de Tanticorps extremement interessante, en ce 

30 sens que nous aurions a disposition un marqueur de la 
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proliferation cellulaire de tissus cancereux qui ne dependrait pas de 
la phase du cycle cellulaire contrairement a d'autres marqueurs de 
proliferation cellulaire tels que le Ki-67, la topoisomerase na, la 
cycline E et la cycline Bl. En effet, la fin de la phase S est 
5 caracterisee par une tres faible expression de Ki-67, la cycline E 
marque les cellules en fin de phase Gl jusqu'au milieu de la phase 
S et la cycline Bl marque les cellules en phase G2/M (pour revue 
Darzynkiewicz et al, 1994). Par ailleurs, il a ete montre que PCNA 
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) surestime le nombre de cellules 
10 en proliferation dans certains types de tissus (Roskell and 
Biddolph, 1999). 

ICBP90 joue un role important dans la proliferation cellulaire 
en regulant l'expression de genes tels que celui de la topoisomerase 
Ila. Differentes strategies visant a bloquer Taction de cette proteine 

15 doivent permettre de modifier la proliferation cellulaire. Ainsi, 
l*utilisation de l'anticorps 1RC1C-10 ainsi que Utilisation de 
peptides mimant l'interaction ADN/ICBP90 sans pour autant 
engendrer d'effet physiologique subsequent constitue une 
possibilite interessante. Le design de ses peptides s'inspirerait 

20 directement de la sequence proteique de ICBP90 que nous avons 
decrite. Une forme tronquee corrspondant a ICBP59 pourrait par 
exemple etre un des premiers candidats. 

Le blocage pur et simple de lexpression de ICBP90 dans le 
but d'eliminer completement son influence sur les genes et par 

25 extension sur la proliferation cellulaire peut etre envisage ; il peut 
se faire soit par une approche classique en obtenant des inhibiteurs 
de la proteine, soit en utilisant une approche plus moderne 
correspondant a la technique d'interference par l'ARN double brin 
(RNA interference ou RNAi) telle que decrit recemment par 

30 Kennerdell & Carthew (1998). 
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EXEMPLE 3 : ISOLEMENT ET CARACTERISATION DU GENE 
ICBP90 

5 3.1. Materiels et methodes 

3.1.1. Construction et criblage d'une ban que 
genomique placentaire humaine 

Apres digestion partielle avec ren2yme Mbol, 1'ADN 

10 genomique placentaire a ete fractionne en fonction de la taille sur 
un gradient de 10 a 40% de sucrose. Des fragments d'ADN de 
15 kb ont ete ligues dans un vecteur A.GEM12 prealablement digere 
par BamHI (Promega, Madison WI, USA). Apres empaquetage, les 
particules de phages X ont ete titrees sur des cellules TAP 90. La 

15 banque genomique contient 3.10 6 unites formant des plaques 
(plaques forming units, pfu). 10 6 clones ont ete etales pour 
i'analyse. Une sonde de 620 pb correspondant a une extremite 5' 
terminate de l'ADNc de ICBP90 utilisee pour le criblage a ete 
marquee au a 32 P-dCTP par une methode d'amorgage aleatoire 

20 (random priming) (Sambrook et aL, 1989). La sonde marquee est 
utilisee selon un protocole classique dTiybridation sur plaque pour 
cribler la banque genomique (Sambrook et aL, 1989). LTiybridation 
a ete realisee a 68°C dans du 5X SSC (15 mM NaCl, 1,5 mM citrate 
de sodium pH 7,0), 5 X de solution Denhardt, 100 ng / ml d'ADN de 

25 sperme de saumon et 0,1% de SDS, suivi par 30 minutes de 
lavages dans du 2X SSC, 0,1% SDS a temperature ambiante. 

Deux etapes de criblage ont ete realisees pour purifier un 
clone positif. Le clone positif a ensuite ete digere avec Tenzyme NotI 
et deux fragments de 6 et de 10 kb ont ete sous-clones dans le 
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vecteur pBluescript-SK* (Stratagene, La Jolla CA, USA) selon un 
protocole standard (Sambrook et at, 1989). 

3.1.2. Criblage de la banqne d'ADNc de thymus humain 

5 

Une banque A.GT10 d'extremite 5' d'ADNc de thymus humain 
(Clontech, Palo Alto, CA, USA) a ete criblee par hybridation sur 
plaque en utilisant la sonde d'ADNc de 679 pb synthetisee telle que 
dans le paragraphe relatif a l'analyse par Northern Blotting. Des 
10 signaux ont ete detectes en utilisant du chlorure de 4-nitro-bleu- 
tetrazolium et de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate comme 
substrat. 



3.1.3. Reaction de polymerisation en chaine (PCR) sur 
1 5 l'ADN genomique placentaire 

L'ADN genomique placentaire a ete prepare selon une 
methode conventionnelle (Sambrook et aL, 1989). Pour la region 5' 
du gene ICBP90, les inventeurs ont utilise le kit PCR Advantage®- 

20 GC genomic de Clontech qui est adapte aux regions riches en GC 
de l'ADN genomique. Pour couvrir les regions 3'-flanquantes, la Taq 
polymerase (Sigma, St Louis, MO, USA) et son tampon 
correspondant ont ete utilises. Les reactions ont ete realisees selon 
les instructions du fabricant en utilisant 250 ng d'ADN genomique 

25 placentaire comme matrice dans un volume final de 50jd. Afin 
d'obtenir l'amplification des introns de longueur 19 kb et 8,7 kb le 
systeme PCR Expand™ 20kbp ,us (Roche Diagnostics, Mannheim, 
Germany) a ete utilise. 
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La reaction a ete realisee dans 100^1 en utilisant 125 ng 
d'ADN genomique placentaire par reaction. 

3.1.4. Constructions plasmidiques et essais CAT 

5 

Une serie de differents fragments ont ete obtenus par PCR 
dans la region 5* flanquante du gene ICBP90 en utilisant des 
amorces de 20 nucleotides afin d'obtenir les constructions decrites 
dans la figure 10. Celles-ci contiennent un site de restriction 

1 0 BamHI et l'ADN genomique placentaire humain a ete utilise comme 
amorce. Les produits PCR ont ete digeres et sous-classes en amont 
du gene reporter chloramphenicol acetyl transferase (CAT) d'un 
vecteur contenant le promoteur minimal de la thymidine kinase 
(pBlCAT2). Les constructions plasmidiques ont ete verifiees par 

15 sequengage. Des cellules COS-1 ont ete cultivees dans un milieu 
Dulbecco modifie par Eagle (DMEM) supplements avec 5% de 
serum de veau fetal. Apres l'etalement, les cellules ont ete 
transferees avec les differentes constructions plasmidiques (5 jig) en 
utilisant la technique de co-precipitation au phosphate de calcium 

20 (Baneiji et al, 1981)). Les analyses d 'expression de la CAT ont 
ensuite ete realisees comme decrit ailleurs (Goetz et al (1996)). 

3.1.5. Localisation chromosomique du gene ICBP90 

25 Des chromosomes metaphysiques ont ete prepares a partir de 

leucocjrtes humains du sang peripherique selon les protocoles 
standards (Haddad et al (1988)). Brievement, une sonde de 10 kb 
correspondant a un fragment 5' terminal du clone de 16 kb isole a 
partir du criblage de la banque d'ADN genomique placentaire, a ete 

30 marquee avec de la biotine-16-dUTP (Roche Diagnostics) par « nick- 
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translation ». La sonde est ensuite precipitee avec un exces (50X) 
d'ADN humain Cot-1 (Life Technologies, Rockville MD), resuspendu 
dans 50% de formamide, IX SSC, pre-hybride pendant 2 heures a 
37°C puis hybride sur la nuit a 37°C. La detection est reaiisee en 
5 utilisant de l'avidine-FITC (Vector Laboratories, Burlingam CA). Les 
chromosomes ont ete contre-colores avec du 4 -6-diamino-2- 
phenylindole (Sigma). 

3.1.6. Analyse de Northern blotting et de Western 
1 0 Blotting 

Une membrane de Northern Blotting contenant 2 ng d'ARN 
polyA + par ligne, provenant de 7 lignees cellulaires humaines 
cancereuses differentes (Clontech) a ete prehybridee dans du 

15 Express Hyb (Clontech) puis hybridee avec la sonde specifique de 
ICBP90 dans du Express Hyb a 68°C pendant deux heures. La 
sonde double-brin marquee a la digoxigenine a ete preparee par 
amplification PCR d\in fragment de 676 pb a partir de 1'ADNc 
d1CBP90 (nucleotides 806 a 1 485 ; Numero d'Accession Genbank 

20 AF 129 507) selon les instructions du fabricant (Roche 
Diagnostics). 

Apres purification au travers d'une colonne de 
chromatographic Micro Bio-Spin 30 (Bio-Rad, Hercules, CA), la 
sonde specifique ICBP90 (5 ng/ml) a ete chauffee a 95°C pendant 

25 15 minutes puis refroidie dans la glace avant l'addition de la 
solution dTiybridation. Us lavages apres lliybridation ont ete 
realises deux fois dans du 2X SSC, 0,1% SDS (30 minutes par 
lavage a temperature ambiante), puis deux fois dans du 0,1X SSC, 
0,1% SDS (30 min. par lavage a 68°C). La membrane a ete traitee 

30 avec la solution A (0,1 M acide malique, 0,15 M de NaCl a pH 7,5) 
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puis bloquee par incubation avec 1% d 'agent bloquant (Roche 
Diagnostics) dans le tampon A pendant 30 minutes a temperature 
ambiante. 

Un anticorps conjugue a la phosphatase-alcaliner dirige 
5 contre la digoxigenine (fragment Fab, Roche Diagnostics) a ete 
ajoute (150 mU/ml) puis incube pendant 30 minutes a temperature 
ambiante. La membrane a ensuite ete lavee deux fois avec la 
solution A puis equilibree dans du 0,1 M tris-HCl, 0,1 M NaCl, pH 
9,5. Pour la detection par chemiluminescence, les inventeurs ont 

10 utilise Tagent Disodium 3-(4-methoxyspiro{ 1,2 dioetane-3,2'-(5 - 
chloro) tricyclo [3.3-1. 1 3 - 7 ] decan }-4-yl) phenyl phosphate® (Roche 
Diagnostics) selon les instructions du fabricant. Les bandes d'ARNm 
ont ete quantifiees en utilisant le logiciel NIH image 1.62 et 
exprimees en pourcentage de la bande d'ARNm la plus abondante 

1 5 (c'est-a-dire la bande de 5,1 kb des cellules HL-60). 

L'analyse en Western Blotting a ete realisee comme decrit 
ailleurs (Hopfner et ah (2000)). Les signaux ont ete detectes en 
utilisant le chlorure de 4-nitro-blue tetrazolium / le phosphate de 
5-bromo-4chloro-3-indolyl comme substrat. 

20 

3.1.7. Outils de recherche d'alignement local de base, 

predictions de sites de demarrage de la 
transcription et de signal poly A 



25 Des recherches d'alignement local de base ont ete realisees 

via le Centre National dlnformation en Biotechnologie au National 
Institute of Health (Bethesda, MD, USA). Le criblage d'une banque 
de facteurs de transcription avec le programme d*ordinateur Mat 
Inspector, les predictions de sites de demarrage de la transcription 

30 (TSS) avec Neural Network, ainsi que la prediction de signal polyA, 
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ont ete realises via le Baylor College of Medicine (Reese et cd. 
(1996)). 

3.2. Resultat 

5 

3.2. 1. Isolement et caracterisation du gene de FICBP90 

Une banque d'ADN complementaire de placenta humain 
clone dans le phage lambda GEM 12 a ete criblee a Taide d*une 

1 0 sonde d'ADN. Le criblage a conduit a la purification d'un seul clone 
positif ayant un insert de 16 kb. L'analyse de la sequence a permis 
de determiner qu'il contenait une sequence intronique longue de 10 
kb et contenant 3 exons (appele B, C et D dans la figure 9A). Tous 
les autres criblages, incluant notamment ceux qui ont ete realises 

1 5 par PCR sur des banques de BAC (Bacterial Artificial Chromosome) 
ou de YAC (Yeast Artificial Chromosome), n'ont pas permis dlsoler 
d'autres clones positifs. Par consequent, nous avons decide de 
determiner le reste de Torganisation du gene par PCR directement 
sur de TADN genomique de placenta humain. La plus grande 

20 difficulty fut d'obtenir le cote 5' de l'intron de 19 kb. Ainsi, des 
amorces ont ete choisies dans Pexon A (amorce sens) et dans le cote 
5* du clone de 16 kb (amorce an ti- sens). L'exon E et l'intron de 8,7 
kb ont ete amplifies en utilisant une amorce sens dans l'exon D et 
Pamorce anti-sens dans Texon F. Finalement, la sequence complete 

25 de Texon F jusqu'au signal de poly-adenylation a ete determinee en 
utilisant une amorce sens choisie dans le debut de Texon F et 
Tamorce anti-sens dans le cote 3* d'une EST (reference dans 
GenBank n° AW297533) homologue a la sequence du gene de 
11CBP90. La sequence complete du gene de 11CBP90 montre qu'il 

30 est compose de 6 exons codants dont la taille varie de 100 paires de 
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bases a 3453 paires de bases. La plupart des jonctions 
exons/introns repondent aux sequences consensus pour les sites 
accepteurs et donneurs d'epissage, Une sequence consensus de 
poly-adenylation (AATAAA) a ete trouvee dans la region 3*, -c'est-a- 
5 dire 1 152 nucleotides apres le codon stop dans la figure 9A. 

3.2.2 La region 5' du gene de PICBP90 

Le criblage d'une banque d'ADN complementaire de thymus 

10 humain clone dans le phage lambda gtlO a conduit a Tobtention de 
deux populations de cDNA qui se distinguent Tune de Tautre dans 
leur region 5', exactement 10 paires de bases en amont du codon 
d'initiation, c'est-a-dire dans la region 5' non traduite. Ces deux 
populations de cDNA predisent Texistence de deux exons alternates 

15 en 5' appeles exon I et exon II (Figure 9A). Nous avons observe que 
les exons I et II sont relies a un site d'epissage alternatif interne de 
Texon A. De plus, nous avons trouve dans une base de donnees un 
EST (reference dans GenBank n° AI084125) correspondant aux 
nucleotides 1290 a 1356 (Figure 9B). Les positions de ces deux 

20 exons et de lTSST a Tinterieur du locus ont ete determinees par 
PCR. Pour cela nous avons utilise des amorces correspondant aux 
18 premiers nucleotides de chaque exon et une amorce anti-sens 
choisie dans le premier exon traduit (exon A), Cette strategic nous a 
permis de reconstruire la region 5' telle qu'elle est representee dans 

25 les figures 9A et 9B, avec Texon I correspondant aux nucleotides 1 
a 134 et 1'exon II correspondant aux nucleotides 676 a 725. La 
sequence EST (AI084125) est contigue au site d'epissage interne de 
Texon A. Nous n'avons pas encore determine avec precision le debut 
des exons I, II et A puisque leurs sequences ont ete deduites a 

30 partir de criblages de banques de cDNA (Figure 9A). 
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Quatre boltes GC (GC1 a GC4) ont ete trouvees dans la region 
5' (Figure 9B). Ces boltes representent des sites potentiels de 
liaison pour le facteur de transcription Spl, mais seulement une 
boite (GC3) correspond a une sequence consensus, c'est-a-dire 
5 GGGGCGGGG. De plus deux boites CCAAT (CB1 et CB2) ont ete 
trouvees. Des analyses predictives de sequences suggerent que 
deux regions promotrices existent dans la region 5', c'est-a-dire 
avant le codon d'initiation (ATG). Deux sites potentiels d'initiation 
de la transcription ont ete predits aux positions 571 et 827. Le 

10 premier suit la sequence consensus de liaison a Spl et le second 
suit la boite GC1 (respectivement entre les exons I & II, et les exons 
II & A). Afin de voir si ces deux regions sont fonctionnelles en tant 
que region promotrice, plusieurs constructions plasmidiques 
contenant un gene rapporteur (gene de la Chloramphenicol Acetyl 

15 Transferase; CAT) en aval des differentes regions promotrices 
potentielles ont ete preparees. Des cellules COS ont ete transferees 
avec ces constructions plasmidiques. La figure 10 montre les 
resultats obtenus et qui correspondent au pourcentage 
d'augmentation de l'activite basale. L'activite maximale a ete 

20 obtenue avec la construction plasmidique contenant 1114 paires de 
bases en amont du site d'initiation de la traduction, avec une 
augmentation de 236,7% de l'activite promotrice basale (promoteur 
minimal du gene de la thymidine kinase). La construction 
plasmidique contenant 642 paires de bases en amont de l'ATG a 

25 conduit a une augmentation de 1 15,6% alors que la construction 
plasmidique contenant uniquement la sequence entre l'exon I et 
l'exon II montrait une activite relativement faible avec une 
augmentation uniquement de 22,8% (figure 10). Ces resultats 
suggerent l'existence d"une region promotrice entre les exons II et A. 

30 
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3.2.3. Localisation chromosomique du gene ICBP90 

La localisation chromosomique du gene ICBP90 a ete realisee 
par hybridation in situ de fluorescence (FISH), Le gene ICBP90 est 
5 localise sur le chromosome 19pl3.3 dans une region telomerique. 
Une recherche realisee dans Genbank a montre qu*une region de 
6Mb dans la bande chromosomique 19 p 13.3 d*une banque de 
cosmide specifique du chromosome 19 (hybride homme / hamster 
5HL2-B) contient 147 nucleotides codant pour les acides amines 
10 746 a 793 de ICBP90. Cette sequence a ete localisee entre les 
marqueurs STS (sequence tagged site) D19S883 et D 19S325. 

3.2.4 Expression de ICBP90 dans differentes lignees 
cellulaires 

15 

ICBP90 participe a la regulation de Fexpression du gene 
TopIIa (Hopfner et aL (2000)). Comme TopIIa est exprimee de 
maniere differentielle dans differentes tumeurs et lignees 
cellulaires, ICBP90 lui-meme est susceptible d'avoir une regulation 

20 complexe en terme d'activite et d'expression genique. 

Dans une premiere etape vers la comprehension des 
mecanismes regulant l'expression du gene ICBP90, FARN m 
dlCBP90 a ete analyse dans differentes lignees cellulaires. L'ARNm 
d1CBP90 a ete etudie dans la lignee cellulaire HL60 derivee d'une 

25 leucemie promyelocytaire (ligne 1), de cellule Hela S3 (ligne 2), de 
cellules de leucemie lymphoblastique MOLT-4, de cellules Raji du 
l5rmphome de Burkitt (ligne 5), d'adenocarcinome colorectal SW 480 
(ligne 6), de cellules A549 de carcinome du poumon (ligne 7) (figure 
11A). 
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Deux bandes d'ARN m de 4,3 et 5,1 kb sont observees. Les 
quantites relatives d'ARNm dans les bandes varient selon le type 
cellulaire. Lliistogramme de la figure 11A montre les taux d'ARN m 
dans les bandes de chacune des lignees cellulaires, exprime en 
5 pourcentage de la quantite maximale observee de bandes d'ARN m de 
5,1 kb dans les cellules HL-60 (ligne 1, figure 11A). Dans les 
cellules MOLT-4, seule la bande d'ARNm de 4,3 kb est observee, 
alors que dans les cellules de leucemies promyelocytes la bande 
a 5,1 kb est predominante. Dans les ceUules Raji du lymphome de 
10 Burkitt, seule la bande a 5,1 kb est detectee. Approximativement, 
des quantites egales des deux types d'ARNm sont observees dans les 
autres lignees cellulaires, c'est-a-dire les cellules Hela, K562, A549, 
SW 480. Pour les cellules HL-60, neanmoins, l'ARN m de 5,1 kb est 
plus fortement exprime que l'ARN m de 4,3 kb. D'autres analyses ont 
15 ete entreprises sur les cellules Hela pour confirmer que les 2 
transcrits proviennent de la transcription du gene ICBP90. Une 
sonde d'ADNc de 626 pb marquee a la digoxigenine localisee 
immediatement en amont du signal poly A (c'est-a-dire l'exon F) et 
utilisee comme sonde pour des experiences de Northern Blotting, a 
20 produit les memes resultats, c'est-a-dire l'apparition de deux 
bandes d'ARNm de 4,3 kb et de 5,1 kb. Ce resultat confirme que les 
deux formes d'ARNm sont generees a partir d\in seul gene. 

Les inventeurs ont egalement etudie l'expression de la 
proteine ICBP90 afin de determiner si ces deux isoformes d'ARN m 
25 sont susceptibles de coder pour deux proteines differentes. 

La figure 1 IB montre le profil d'expression de ICBP90 dans 
des extraits proteiques de ceUules MOLT-4 et Hela. Alors qu\me 
seule bande de 97 kDa est observee dans les cellules MOLT-4, dans 
les cellules Hela, a cote de la bande de 97 kDa qui est doublee, 
30 plusieurs autres bandes d*un poids moleculaire inferieur sont 
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observees. Ces resultats suggerent que, dans les cellules MOLT-4, 
un ARNm code pour une forme unique d!CBP9Ch A Tinverse, dans 
les cellules Hela, les deux ARN m sont susceptibles de conduire a la 
production de differents isoformes d1CBP90. 

5 

3.3 Commentaires 

Le gene ICBP90 s'etend sur environ 35,8 kb. Six exons 
traduits et deux exons non traduits, et de fait sept introns, ont ete 
1 0 identifies par les inventeurs. Les deux domaines en doigt de zinc de 
ICBP90 sont codes par le meme exon (exon F), contrairement au 
gene du recepteur aux oestrogenes humains dans lequel chacun 
des doigts-de-zinc putatifs du domaine de liaison a 1'ADN du 
recepteur sont codes separement (Ponglikitmongkol et al (1988)). 
15 Le domaine « ubiquitin-like » de ICBP90 est code par les exons A et 
B alors que le domaine « leucine zipper » est code par Texon B. De 
maniere interessante, Texon F seul est susceptible de coder pour 
une proteine fonctionnelle car elle code pour deux signaux de 
localisation nucleaire, les domaines zinc-finger et plusieurs sites 
20 putatifs de phosphorylation. Deux grands introns de 8,7 kb et de 
19 kb ont ete trouves. 

Le gene ICPB 90 a ete localise dans la region chromosomique 
19pl3.3. Plusieurs autres genes ont ete localises dans cette region, 
par exemple le Nuclear Factor I/C (egalement un facteur de 
25 transcription liant CCAAT, (Qian et al (1995)). De maniere 
interessante, une translocation atypique t (7 ; 19) dans la leucemie 
myelomonocytaire aigue, impliquant un site fragile au locus 
19pl3.3 a ete decrite (Sherer et al (1991)). Egalement, il a ete 
suggere que les genes impliques dans le developpement des 
30 carcinomes pancreatiques sont localises en 19pl3.3 et 19ql3.1- 
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13.2 (Hoglund et aL (1998)). Des rearrangements des bandes 
14q32.3 et 19pl3.3 d'une deletion preferentielle du bras court du 
chromosome 1 constituent des alterations chromosomiques non 
aleatoires dans le myelome multiple et la leucemie des cellules du 
5 plasma (Taniwaki et aL (1996)). D'autres genes ont ete localises 
dans cette region; Us incluent un gene implique dans 
l'adenocarcinome du syndrome Peutz-Jeghers (Gruba etaL (1998)). 
Egalement, il a ete suggere que le gene suppresseur de tumeur 
putatif pour l'adenome malin est localise en D19S216 au niveau de 
10 la bande chromosomique 19pl3.3 qui joue un role important dans 
la tumorigenese de l'adenome malin (Lee et aL (1998)). 

L'analyse de la sequence de la region 5' du gene ICBP90 a 
revele l'existence de plusieurs exons non-traduits avec une region 
promotrice entre les exons II et A et probablement un second 
15 promoteur plus faible localise entre les exons I et II. La region 
promotrice entre les exons II et A est un promoteur sans sequence 
TATA, suggerant que le gene ICBP90 peut etre un gene de menage, 
au moins lorsque ce promoteur est implique. En ce sens, il 
ressemble fortement aux regions promotrices des genes ATFa 
20 (Goetz et ah, 1996), CRE-BP1 / ATF 2 (Nagase et aL, 1990) et 
TopIIa, (Hochhauser et al, 1992), qui ne contiennent pas de boites 
TATA canoniques mais plusieurs sites de liaison de SP-1. 

Les boites GC et/ou CCAAT sont susceptibles d'etre 
impliquees dans la regulation de l'expression du gene ICBP90 via 
25 les facteurs de transcription SP-1 et les proteines de liaison a 
CCAAT. De plus, etant donne que la proteine ICBP90 est une 
proteine de liaison a CCAAT, ICBP90 est egalement susceptible de 
reguler sa propre expression. 

Une banque de donnees de facteurs de transcription a ete 
30 criblee a l'aide du programme d'ordinateur Mat Inspector du Baylor 
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College of Medicine, et de nombreux sites de liaison de facteurs de 
transcription ont ete identifies dans la sequence precedant le codon 
ATG (figure 9B). Parmi ces sites de liaison aux facteurs de 
transcription, il est interessant de noter des sites de liaison du 
5 facteur de transcription AP-2 regule au cours du developpement et 
qui controle l'expression de gene tel DR-nm 23 (Martinez et aL 
(1997)), les sites de liaison de la proteine myeloide « zinc-finger » 
MZF 1 qui est impliquee dans la regulation de ITiematopoiese 
(Hromas etal (1996)). 
10 L'analyse de Northern Blotting a demontre qu'il existe deux 

populations d'ARNm de 4,3 kb et de 5,1 kb. De maniere 
interessante, chaque population presente une specificite cellulaire. 
Par exemple, les cellules lymphoblastiques MOLT-4 expriment 
seulement l'ARNm de 4,3 kb, alors que dans les cellules Raji du 
15 lymphome de Burkitt (lymphocytes B matures), seul le transcrit de 
5,1 kb est observe. Les cellules HL-60 expriment davantage d'ARN m 
de 5,1 kb que d'ARN m de 4,3 kb. Les cellules HL-60 et les cellules 
Raji du lymphome de Burkitt sont davantage differenciees que les 
cellules MOLT-4 suggerant que les taux d'expression du transcrit 
20 de 5,1 kb par rapport a celui de 4,3 kb peut etre directement 
correle avec Tetat de differenciation des cellules. 

De maniere interessante, une etiquette de sequence exprimee 
(EST, Expressed Sequence Tag) correspondant a la sequence 5' de 
Texon A a ete identifiee a partir d'oligodendrogliome anaplastique 
25 (numero d'accession Genbank N° AI 084 125) alors qu'une EST 
correspondant a Tinclusion de Texon II a ete isolee a partir d*un 
melange de tumeurs de cellules germinales (numero d'accession 
Genbank N° AI 968 662). Les resultats des inventeurs suggerent 
done que la regulation des transcrits ICBP90 est comparable avec 
30 ce qui se passe pour le recepteur aux oestrogenes. En fait, six 
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transcrits differents codant une proteine commune, mais different 
dans la region 5' non traduite du fait d\m epissage alternatif des 
exons amonts, ont ete reportes (Flouriot et aL, 1998 et Grandien, 
1996). 

5 L'analyse en Western Blotting montre une bande majoritaire 

a 97 kDa dans les cellules MOLT-4 alors que plusieurs bandes sont 
observees dans les cellules Hela (Figure 11B). Ces donnees sont en 
accord avec l'existence de plusieurs ARN m ICBP90 et/ou 
d'isoformes de la proteine ICBP90 dont le taux d'expression peut 

1 0 etre controle de maniere cellule- specifique. 

Deux isoformes proteiques pour le recepteur aux cestrogenes 
ont ete decrits (Griffin et al., 1999) qui different l*un de 1'autre par 
les 41 amino-acides N-terminaux. La double-bande de 97 kDa 
observee a partir des cellules Hela (Figure 1 IB) est done susceptible 

15 de representer deux isoformes different par leur extremite N- 
terminale. Pour ce faire, l'exon A codant pour 47 amino-acides est 
episse en dehors du cadre de lecture, et consequemment, la region 
proteique codante commence avec l'exon B. Neanmoins, il est 
egalement possible qu'il existe d'autres exons susceptibles d'etre 

20 transcrits dans d'autres tissus. 

Egalement, l'intron de 8,7 kb (e'est-a-dire entre l'exon D et E) 
est susceptible de contenir une region promotrice qui peut conduire 
a des isoformes d1CBP90 de poids moleculaires inferieurs a ceux 
observes dans les ceUules Hela en proliferation (Figure 11B). De 

25 maniere interessante, la specificite tissulaire des differents ARN m 
du recepteur aux oestrogenes est determinee par differents 
promoteurs dont l'activite apparait etre alteree dans les lignees 
cellulaires du cancer du sein (Flouriot et aL, 1998). 

L'ensemble de ces resultats suggere que le gene ICBP90 et la 

30 proteine ICBP90 presentent des caracteristiques communes avec 
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les membres de la famille du recepteur a Tacide retinoique, aux 
steroides, aux hormones thyroidiennes en ce qui concerne les 
structures genique et proteique. 

En effet, les inventeurs ont demontre experimentalenient, en 
5 utilisant la technique du double hybride, Texistence d'interactions 
entre la proteine ICBP90 et TIP60 (Tat Interactive Protein, 60 kDa). 
La proteine TIP60 a ete tres recemment decrite comme etant un co- 
activateur du recepteur nucleaire, notamment le recepteur pour les 
androgenes (Brady ME et al. y 1999). 

10 De ce fait, ICBP90 est susceptible de jouer le role d*un 

recepteur nucleaire sur lequel se lie un ligand endogene. II est done 
egalement dans la portee de la presente invention d'utiliser le 
polypeptide ICBP90 de Tinvention pour isoler, cribler, identifier le 
ligand endogene. II est egalement dans la portee de ^invention 

15 d*utiliser le polypeptide ICBP90 de l'invention pour isoler, cribler, 
identifier des molecules naturelles ou de synthese, biologique ou 
chimique, agoniste ou antagoniste de ce ligand naturel. 
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REVINDICATIONS 

1. Polypeptide isole denomme ICBP90 (inverted CCAAT box binding 
protein 90) de sequence d'acides amines SEQ ID N°2. 

5 

2. Polypeptide isole caracterise en ce qu'il comprend un polypeptide 
choisi parmi : 

a) un polypeptide de sequence SEQ ID N°2, SEQ ID N°4, SEQ 
ID N°6 ou SEQ ID N°8 ; 

10 b) un polypeptide variant de polypeptide de sequences d'acides 

amines defini en a) ; 

c) un polypeptide homologue au polypeptide defini en a) ou b) 
et comportant au moins 80 % dliomologie, de preference 90 % 
avec ledit polypeptide de a) ; 
15 d) un fragment d'au moins 5 acides amines consecutifs d'un 

polypeptide defini en a), b) ou c) ; 

e) un fragment biologiquement actif d'un polypeptide defini en 
a), b) ou c). 

20 3. Polypeptide selon l"une quelconque des revendications 1 a 2 
caracterise en ce qu'il est comporte au moins un domaine de 
fixation a l'ADN selectionne dans le groupe compose d'un domaine 
« doigt de zinc » et d'un domaine « leucine zipper ». 

25 4. Polypeptide selon la revendication 3 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN sur laquelle se lie ledit polypeptide est une boite 
CCAAT, de preference une boite CCAAT inversee (Inverted CCAAT 
Box : ICB). 
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5. Polynucleotide isole caracterise en ce qu'il code pour un 
polypeptide selon la revendication 1. 

6. Polynucleotide selon la revendication 5 de sequence SEQ ID N°l. 

5 

7. Polynucleotide isole caracterise en ce qu'il comprend un 
polynucleotide choisi parmi : 

a) un polynucleotide de sequence SEQ ID N°l, SEQ ID N°3, SEQ 
ID N°5 ou SEQ ID N°7 ou dont la sequence est celle de l'ARN 

10 correspondant a la sequence SEQ ID N°l, SEQ ID N°3, SEQ ID N°5 
ou SEQ ID N°7 ; 

b) un polynucleotide dont la sequence est complementaire de la 
sequence d'un polynucleotide defini en a), 

c) un polynucleotide dont la sequence comporte au moins 80% 
1 5 dtiomologie avec un polynucleotide defini en a) ou b), 

d) un polynucleotide hybridant dans des conditions de forte 
stringence avec une sequence de polynucleotide defini en a), b) ou 
c), 

e) un fragment d'au moins 15 nucleotides consecutifs, de 
20 preference 21 nucleotides consecutifs, et de maniere preferee 30 

nucleotides consecutifs d'un polynucleotide defini en a), b), c) ou d) 
a l'exception de 1*EST humain AI 084 125, a l'exception de la 
sequence correspondant a la sequence SEQ ID N° 944 publiee le 5 
aout 1999 dans la demande de brevet WO 99 38972 et a l'exception. 
25 des sequences SEQ ID N°9, N°10 et N°ll correspondant 
respectivement aux EST humains N° AI 083 773, N° AA 811 055, N° 
AA 488 755, N° AA 129 794 et N° AA 354 253. 
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8. Polynucleotide selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il est 
marque directement ou indirectement par un compose radioactif ou 
un compose non radioactif. 

5 9. Utilisation d*un polynucleotide selon la revendication 8 en tant 
qu'amorce pour Tamplification ou la polymerisation de sequences 
nucleiques. 

10, Utilisation d*un polynucleotide selon la revendication 8 en tant 
1 0 que sonde pour la detection de sequences nucleiques. 

11. Utilisation d'un polynucleotide selon la revendication 8 en tant 
que oligonucleotide sens ou antisens pour controler l'expression du 
produit proteique correspondant. 



12. Vecteur recombinant de clonage d'un polynucleotide selon Tune 
des revendications 5 a 8 et/ou d'expression d'un polypeptide selon 
rune des revendications 1 a 4 caracterise en ce qu'il contient un 
polynucleotide selon l*une quelconque des revendications 5 a 8. 



13. Vecteur selon la revendication 12 caracterise en ce qu'il 
comporte les elements permettant l'expression eventuellement la 
secretion dudit polypeptide dans une cellule hote. 

25 14. Vecteur selon l*une quelconque des revendications 12 a 13 
caracterise en ce que les elements permettant l'expression dudit 
polypeptide sont choisis parmi : 

a) le polynucleotide isole de sequence SED ID N°12 ; 

b) un polynucleotide dont la sequence est complementaire de 
30 la sequence du polynucleotide defini en a) ; 



15 



20 
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c) un polynucleotide dont la sequence comporte au moins 80% 
d'identite avec un polynucleotide defini en a) ou en b) ; 

d) un polynucleotide hybridant dans des conditions de forte 
stringence avec une sequence du polynucleotide defini en a), b) ou 

5 c). 

15. Cellule hote, caracterisee en ce qu'elle est transformee par un 
vecteur selon Tune des revendications 12, 13 et 14. 

10 16. Procede de preparation d'un polypeptide recombinant 
caracterise en ce que Ton cultive une cellule hote selon la 
revendication 15 dans des conditions permettant Texpression et 
eventuellement la secretion dudit polypeptide recombinant et que 
Ton recupere ledit polypeptide recombinant. 

15 

17. Polypeptide recombinant susceptible d'etre obtenu par un 
procede selon la revendication 16. 

18. Anticorps monoclonal ou polyclonal et ses fragments caracterise 
20 en ce qu'il lie specifiquement un polypeptide selon Tune des 

revendications 1 a 4 et 17. 

19. Anticorps monoclonal selon la revendication 18 specifique de la 
proteine ICBP90 humaine et capable d'inhiber Interaction entre 

25 ICBP90 et la sequence d'ADN sur laquelle se lie specifiquement la 
proteine ICBP90. 

20. Anticorps monoclonal selon la revendication 18 specifique de la 
proteine ICBP90 humaine et capable d'inhiber l'interaction entre 

30 ICBP90 et des proteines avec lesquelles ICBP90 interagit, lesdites 
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proteines etant de preference ICBP90 elle-meme ou des proteines 
d*un complexe transcriptionnel. 

21. Precede de detection et/ou de dosage d*un polypeptide selon 
5 l*une des revendications 1 a 4 et 17, dans un echantillon 

biologique, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact de Techantillon biologique avec un anticorps 
selon Tune des revendications 18 a 20 ; 

b) mise en evidence du complexe antigene-anticorps forme. 

10 

22. Necessaire pour la mise en oeuvre d'un procede selon la 
revendication 21 dans un echantillon biologique par reaction 
immunologique, caracterise en ce qu'il comprend les elements 
suivants : 

15 a) un anticorps monoclonal ou polyclonal selon Tune des 

revendications 18 a 20 ; 

b) le cas echeant, les reactifs pour la constitution du milieu 
propice a la reaction immunologique ; 

c) les reactifs permettant la detection du complexe antigene- 
20 anticorps produit par la reaction immunologique. 

23. Procede de detection et/ou de dosage d'un polynucleotide selon 
Tune quelconque des revendications 5 a 8 dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

25 a) isolement de l'ADN a partir de Techantillon biologique a 

analyser, ou obtention d*un ADNc a partir de TARN de 
Techantillon biologique ; 
b) amplification specifique de l'ADN a Taide d'amorces selon la 
revendication 9 ; 

30 c) analyse des produits d'amplification. 
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24. Necessaire pour la mise en oeuvre (fun procede selon la 
revendication 23 dans un echantillon biologique, caracterise en ce 
qu'il comprend les elements suivants : 

5 a) un couple d'amorces nucleiques selon la revendication 9 ; 

b) les reactifs necessaires pour effectuer une reaction 
d 'amplification d'ADN ; 

c) eventuellement un composant permettant de verifier la 
sequence du fragment amplifie, plus particulierement une 

10 sonde selon la revendication 10. 

25. Procede de detection et/ou de dosage d'acide nucleique selon 
l*une quelconque des revendications 5 a 8 dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

15 a) Mise en contact d'une sonde selon la revendication 10 avec 

un echantillon biologique ; 
b) Detection et/ou dosage de lTiybride forme entre ladite 
sonde et TADN de Techantillon biologique. 

20 26. Necessaire pour la mise en oeuvre d'un procede selon la 
revendication 25 dans un echantillon biologique, caracterise en ce 
qu'il comprend les elements suivants : 

a) une sonde selon la revendication 10; 

b) les reactifs necessaires a la mise en oeuvre d*une reaction 
25 d "hybridation. 

27. Procede selon les revendications 21, 23 et 25 pour le diagnostic 
de proliferation cellulaire. 
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28. Precede de criblage de ligand susceptible d'affecter l'activite 
transcriptionneUe d'un gene dont le promoteur comporte des boites 
CCAAT et/ou CCAAT inversees (ICB) susceptibles de lier un 
polypeptide selon les revendications 1 a 4 et 17 et qui comporte les 

5 etapes suivantes : 

a) mise en contact dudit polypeptide et d'un ou plusieurs 
ligand(s) potentiel(s) en presence de reactifs necessaires a la 
mise en oeuvre d*une reaction de transcription; 

b) detection et/ou mesure de l'activite transcriptionneUe. 

10 

29. Precede de criblage de ligand susceptible d'affecter la fonction 
« recepteur nucleaire » du polypeptide selon les revendications 1 a 4 
et 17 et qui comporte les etapes suivantes : 

a) mise en contact dudit polypeptide et d'un ou plusieurs 
1 5 ligands potentiels en presence de reactifs necessaires ; 

b) detection et/ou mesure de l'activite transcriptionneUe d'un 
gene dont le promoteur comporte des boites CCAAT et/ou 
CCAAT inversees (ICB) susceptible de lier ledit polypeptide. 

20 30. Necessaire pour la mise en oeuvre d'un precede selon les 
revendications 28 et 29 dans un echantillon biologique caracterise 
en ce qu'U comprend les elements suivants : 

a) un polypeptide selon les revendications 1 a 4 et 17 ; 

b) un ligand ; 

25 c) les reactifs necessaires a la mise en oeuvre d*une reaction de 

transcription. 

31. Ligand susceptible d'etre obtenu par le precede selon la 
revendication 28 ou 29. 

30 
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32. Compose caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 

a) un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4 ou 17 ; 

b) un polynucleotide selon Tune des revendications 5 a 8 ; 

c) un vecteur selon Tune des revendications 12 a 14 



e) un anticorps selon Tune des revendications 18 a 20 ; 

f) un ligand selon la revendication 31 
a titre de medicament. 

10 33. Compose selon la revendication 32 a titre de medicament 
destine a la prevention et/ou au traitement du cancer. 

34. Utilisation d'un compose selon les revendications 32 et 33 pour 
la preparation d'un medicament destine a moduler, a augmenter ou 

15 a diminuer la proliferation cellulaire. 

35. Composition pharmaceutique pour le traitement preventif et 
curatif du cancer caracterisee en ce qu'elle contient une quantite 
therapeutiquement efficace d'un compose selon Tune des 

20 revendications 32 et 33 et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

36. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend un anticorps selon Tune des revendications 18 a 20 en 

25 tant qu'agent de ciblage conjugue a au moins un agent selectionne 
parmi le groupe des agents antiproliferatifs, antineoplastiques ou 
cytotoxiques. 



5 



d) une cellule selon la revendication 15 ; 



37. Produit comprenant au moins un compose selon les 
30 revendications 32 et 33 et au moins un autre agent anticancereux 
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comme produit de combinaison pour une utilisation simultanee, 
separee ou etalee dans le temps en therapie anti-cancereuse. 

38. Composition pour la detection, la localisation et rimagerie des 
5 cancers, comprenant un anticorps selon l'une quelconque des 
revendications 18 a 20, l'anticorps est marque directement ou 
indirectement avec un marqueur generateur de signal selectionne 
parmi les isotopes radioactifs et les entites non isotopiques. 

10 39. Methode de detection, de localisation et d'imagerie du cancer, 
comprenant les etapes de: 

a) injection parenterale chez un etre humain d'une 
composition selon la revendication 38 ; 

b) accumulation apres un temps sufiisant au niveau des 
1 5 cellules cancereuses de l'anticorps marque puis penetration de 

l'anticorps marque a l'interieur desdites cellules, sans que ledit 
anticorps ne se lie de maniere substantielle aux cellules 
normales; et 

c)detection du signal au moyen d'un detecteur de signal; et 
20 d)conversion du signal detecte en une image des cellules 
cancereuses. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> ADEREGEM 

<120> Polypeptide ICBP90 et ses fragments et polynucleotides 
codant lesdits polypeptides et applications au 
diagnostic et au traitement du cancer 

<130> d!8243 

<140> 
<141> 

<160> 12 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 2382 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2382) 

<400> 1 

atg tgg ate cag gtt egg acc atg gat ggg agg cag acc cac acg gtg 4 8 

Met Trp lie Gin Val Arg Thr Met Asp Gly Arg Gin Thr His Thr Val 

1 5 10 15 

gac teg ctg tec agg ctg acc aag gtg gag gag ctg agg egg aag ate 96 
Asp Ser Leu Ser Arg Leu Thr Lys Val Glu Glu Leu Arg Arg Lys He 
20 25 30 

cag gag ctg ttc cac gtg gag cca ggc ctg cag agg ctg ttc tac agg 144 
Gin Glu Leu Phe His Val Glu Pro Gly Leu Gin Arg Leu Phe Tyr Arg 
35 40 45 

ggc aaa cag atg gag gac ggc cat acc etc ttc gac tac gag gtc cgc 192 
Gly Lys Gin Met Glu Asp Gly His Thr Leu Phe Asp Tyr Glu Val Arg 
50 55 60 

ctg aat gac acc ate cag etc ctg gtc cgc cag age etc gtg etc ccc 240 
Leu Asn Asp Thr He Gin Leu Leu Val Arg Gin Ser Leu Val Leu Pro 
65 70 75 80 

cac age acc aag gag egg gac tec gag etc tec gac acc gac tec ggc 288 
His Ser Thr Lys Glu Arg Asp Ser Glu Leu Ser Asp Thr Asp Ser Gly 
85 90 95 

tgc tgc ctg ggc cag agt gag tea gac aag tec tec acc cac ggt gag 336 
Cys Cys Leu Gly Gin. Ser Glu Ser Asp Lys Ser Ser Thr His Gly Glu 
100 105 110 

gcg gee gec gag act gac age agg cca gee gat gag gac atg tgg gat 384 
Ala Ala Ala Glu Thr Asp Ser Arg Pro Ala Asp Glu Asp Met Trp Asp 
115 120 125 



gag acg gaa ttg ggg ctg tac aag gtc aat gag tac gtc gat get egg 432 
Glu Thr Glu Leu Gly Leu Tyr Lys Val Asn Glu Tyr Val Asp Ala Arg 
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130 



135 



140 



gac acg aac atg ggg gcg tgg ttt gag gcg cag gtg gtc agg gtg acg 
Asp Thr Asn Met Gly Ala Trp Phe Glu Ala Gin Val Val Arg Val Thr 



egg aag gec ccc tec egg gac gag ccc tgc age tec acg tec agg ccg 
Arg Lys Ala Pro Ser Arg Asp Glu Pro Cys Ser Ser Thr Ser Arg Pro 
165 170 175 

gcg ctg gag gag gac gtc att tac cac gtg aaa tac gac gac tac ccg 
Ala Leu Glu Glu Asp Val lie Tyr His Val Lys Tyr Asp Asp Tyr Pro 
180 185 190 

gag aac ggc gtg gtc cag atg aac tec agg gac gtc cga gcg cgc gec 
Glu Asn Gly Val Val Gin Met Asn Ser Arg Asp Val Arg Ala Arg Ala 
195 200 205 

cgc ace ate ate aag tgg cag gac ctg gag gtg ggc cag gtg gtc atg 
Arg Thr He He Lys Trp Gin Asp Leu Glu Val Gly Gin Val Val Met 
210 215 220 

etc aac tac aac ccc gac aac ccc aag gag egg ggc ttc tgg tac gac 
Leu Asn Tyr Asn Pro Asp Asn Pro Lys Glu Arg Gly Phe Trp Tyr Asp 
225 230 235 240 

gcg gag ate tec agg aag cgc gag ace agg acg gcg egg gaa etc tac 
Ala Glu He Ser Arg Lys Arg Glu Thr Arg Thr Ala Arg Glu Leu Tyr 
245 250 255 

gec aac gtg gtg ctg ggg gat gat tct ctg aac gac tgt egg ate ate 
Ala Asn Val Val Leu Gly Asp Asp Ser Leu Asn Asp Cys Arg He He 
260 265 270 

ttc gtg gac gaa gtc. ttc aag att gag egg ccg ggt gaa ggg age ccc 
Phe Val Asp Glu Val Phe Lys He Glu Arg Pro Gly Glu Gly Ser Pro 
275 280 285 

atg gtt gac aac ccc atg aga egg aag age ggg ccg tec tgc aag cac 
Met Val Asp Asn Pro Met Arg Arg Lys Ser Gly Pro Ser Cys Lys His 
290 295 300 

tgc aag gac gac gtg aac aga etc tgc agg gtc tgc gee tgc cac ctg 
Cys Lys Asp Asp Val Asn Arg Leu Cys Arg Val Cys Ala Cys His Leu 
3 °5 310 315 320 

tgc ggg ggc egg cag gac ccc gac aag cag etc atg tgc gat gag tgc 
Cys Gly Gly Arg Gin Asp Pro Asp Lys Gin Leu Met Cys Asp Glu Cys 
325 330 J 335 

gac atg gee ttc cac ate tac tgc ctg gac ccg ccc etc age agt gtt 
Asp Met Ala Phe His He Tyr Cys Leu Asp Pro Pro Leu Ser Ser Val 



ccc age gag gac gag tgg tac tgc cct gag tgc egg aat gat gec age 
Pro Ser Glu Asp Glu Trp Tyr Cys Pro Glu Cys Arg Asn Asp Ala Ser 
355 360 365 

gag gtg gta ctg gcg. gga gag egg ctg aga gag age aag aag aat gcg 
Glu Val Val Leu Ala Gly Glu Arg Leu Arg Glu Ser Lys Lys Asn Ala 



480 

528 

576 ' 

624 

672 

720 

768 

816 

864 

912 

960 

1008 

1056 

1104 

1152 



370 



375 



380 
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aag atg gcc teg gec aca teg tec tea cag egg gac tgg ggc aag ggc 1200 

Lys Met Ala Ser Ala Thr Ser Ser Ser Gin Arg Asp Trp Gly Lys Gly 

385 390 395 400 

atg gcc tgt gtg ggc cgc acc aag gaa tgt acc ate gtc ccg tec aac 124 8 
Met Ala Cys Val Gly Arg Thr Lys Glu Cys Thr He Val Pro Ser Asn 
405 410 415 

cac tac gga ccc ate ccg ggg ate ccc gtg ggc acc atg tgg egg ttc 1296, 
His Tyr Gly Pro He Pro Gly He Pro Val Gly Thr Met Trp Arg Phe 
420 425 " 430 



cga gtc cag gtc age gag teg ggt gtc cat egg ccc cac gtg get ggc 
Arg Val Gin Val Ser Glu Ser Gly Val His Arg Pro His Val Ala Gly 
435 440 445 



1344 



ate cat ggc egg age aac gac gga teg tac tec eta gtc ctg gcg ggg 1392 
He His Gly Arg Ser Asn Asp Gly Ser Tyr Ser Leu Val Leu Ala Gly 
450 455 46Q 

ggc tat gag gat gat gtg gac cat ggg aat ttt ttc aca tac acg ggt 14 4 0 
Gly Tyr Glu Asp Asp Val Asp His Gly Asn Phe Phe Thr Tyr Thr Gly 
465 470 475 480 

agt ggt ggt cga gat ctt tec ggc aac aag agg acc gcg gaa cag tct 1488 
Ser Gly Gly Arg Asp Leu Ser Gly Asn Lys Arg Thr Ala Glu Gin Ser 
485 490 495 

tgt gat cag aaa etc acc aac acc aac agg gcg ctg get etc aac tgc 1536 
Cys Asp Gin Lys Leu Thr Asn Thr Asn Arg Ala Leu Ala Leu Asn Cys 
500 505 510 

ttt get ccc ate aat gac caa gaa ggg gcc gag gcc aag gac tgg egg 1584 
Phe Ala Pro He Asn Asp Gin Glu Gly Ala Glu Ala Lys Asp Trp Arg 
515 520 525 

teg ggg aag ccg gtc agg gtg gtg cgc aat gtc aag ggt ggc aag aat 1632 
Ser Gly Lys Pro Val Arg Val Val Arg Asn Val Lys Gly Gly Lys Asn 
530 535 540 

age aag tac gcc ccc get gag ggc aac cgc tac gat ggc ate tac aag 1680 
Ser Lys Tyr Ala Pro Ala Glu Gly Asn Arg Tyr Asp Gly He Tyr Lys 
545 550 555 ~ 560 

gtt gtg aaa tac tgg ccc gag aag ggg aag tec ggg ttt etc gtg tgg 1728 
Val Val Lys Tyr Trp Pro Glu Lys Gly Lys Ser Gly Phe Leu Val Trp 
565 570 575 

cgc tac ctt ctg egg agg gac gat gat gag cct ggc cct tgg acg aag 177 6 
Arg Tyr Leu Leu Arg Arg Asp Asp Asp Glu Pro Gly Pro Trp Thr Lys 
580 585 590 

gag ggg aag gac egg ate aag aag ctg ggg ctg acc atg cag tat cca 1824 
Glu Gly Lys Asp Arg He Lys Lys Leu Gly Leu Thr Met Gin Tyr Pro 
595 600 605 

gaa ggc tac ctg gaa gcc ctg gcc aac cga gag cga gag aag gag aac 1872 
Glu Gly Tyr Leu Glu Ala Leu Ala Asn Arg Glu Arg Glu Lys Glu Asn 
61 ° 615 620 



WO 00/78949 



4 



PCI7FR00/01747 



age aag agg gag gag gag gag cag cag gag ggg gg C ttc gcg tec ccc 1920 
Ser Lys Arg Glu Glu Glu Glu Gin Gin Glu Gly Gly Phe Ala Ser Pro 
625 630 6 35 640 



I" tZ 9 2 9 ° 339 "° 339 tgg aag cgg aa 9 teg gca gga ggt ggc ccg 1968 
Arg Thr Gly Lys Gly Lys Trp Lys Arg Lys Ser Ala Gly Gly Gly Pro 

645 650 655 

age agg gee ggg tec ccg cgc egg aca tec aag aaa acc aag gtg gag 2016 
Ser Arg Ala Gly Ser Pro Arg Arg Thr Ser Lys Lys Thr Lys Val Glu 
660 665 670 

o C<= ~ aC ~ gt ° tC aCg gCC cag cag agc a 9° ctc atc a 9 a gag gac aag 2064 
Pro Tyr Ser Leu Thr Ala Gin Gin Ser Ser Leu He Arg Glu Asp Lys 

675 680 685 

age aac gee aag ctg tgg aat gag gtc ctg gcg tea ctc aag gac egg 2112 
Ser Asn Ala Lys Leu Trp Asn Glu Val Leu Ala Ser Leu Lys Asp Arg 
690 695 700 



ccg gcg agc ggc agc ccg ttc cag ttg ttc ctg agt aaa gtg gag gag 
Pro Ala Ser Gly Ser Pro Phe Gin Leu Phe Leu Ser Lys Val Glu Glu 
705 710 715 720 



2160 



^k 9 ll C ^f 9 tgt 3tC tg ° tgt cag gag ct 9 ^g ttc c <39 ccc atc acg 2208 
Thr Phe Gin Cys He Cys Cys Gin Glu Leu Val Phe Arg Pro He Thr 
725 730 " 735 

S* C w tg ^ gC Cag ° aC aaC gtg tgc aag 9 ac t( 3 c ct 9 9 ac a 9 a tec ttt 2256 
Thr Val Cys Gin His Asn Val Cys Lys Asp Cys Leu Asp Arg Ser Phe 

740 745 750 

egg gca cag gtg ttc agc tgc cct gee tgc cgc tac gac ctg ggc cgc 2304 
Arg Ala Gin Val Phe Ser Cys Pro Ala Cys Arg Tyr Asp Leu Gly Arg 
755 760 765 

o 9C l at 9 f C atg ° ag gtg aac cag cct ct 9 ca 9 acc <3 tc ctc aa c cag 2352 
Ser Tyr Ala Met Gin Val Asn Gin Pro Leu Gin Thr Val Leu Asn Gin 

770 775 7 8 o 

ctc ttc ccc ggc tac ggc aat ggc egg tga 2382 
Leu Phe Pro Gly Tyr Gly Asn Gly Arg 
785 790 



<210> 2 

<211> 793 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Met Trp He Gin Val Arg Thr Met Asp Gly Arg Gin Thr His Thr Val 
15 10 15 

Asp Ser Leu Ser Arg Leu Thr Lys Val Glu Glu Leu Arg Arg Lys He 
20 25 30 

Gin Glu Leu Phe His Val Glu Pro Gly Leu Gin Arg Leu Phe Tyr Arg 
35 40 45 

Gly Lys Gin Met Glu Asp Gly His Thr Leu Phe Asp Tyr Glu Val Arg 
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50 55 



60 



Leu Asn Asp Thr He Gin Leu Leu Val Arg Gin Ser Leu Val Leu Pro 
65 7 ° 75 80 

His Ser Thr Lys Glu Arg Asp Ser Glu Leu Ser Asp Thr Asp Ser Gly 
85 go 95 

Cys Cys Leu Gly Gin Ser Glu Ser Asp Lys Ser Ser Thr His Gly Glu 
1Q 0 105 no 

Ala Ala Ala Glu Thr Asp Ser Arg Pro Ala Asp Glu Asp Met Trp Asp 
115 120 125 

Glu Thr Glu Leu Gly Leu Tyr Lys Val Asn Glu Tyr Val Asp Ala Arg 
130 135 i 4 o 

Asp Thr Asn Met Gly Ala Trp Phe Glu Ala Gin Val Val Arg Val Thr 
145 150 155 16Q 

Arg Lys Ala Pro Ser Arg Asp Glu Pro Cys Ser Ser Thr Ser Arg Pro 
165 170 175 

Ala Leu Glu Glu Asp Val He Tyr His Val Lys Tyr Asp Asp Tyr Pro 
180 185 190 

Glu Asn Gly Val Val Gin Met Asn Ser Arg Asp Val Arg Ala Arg Ala 
!95 200 205 

Arg Thr He He Lys Trp Gin Asp Leu Glu Val Gly Gin Val Val Met 
210 215 220 

Leu Asn Tyr Asn Pro Asp Asn Pro Lys Glu Arg Gly Phe Trp Tyr Asp 
225 230 235 240 

Ala Glu He Ser Arg Lys Arg Glu Thr Arg Thr Ala Arg Glu Leu Tyr 
245 250 255 

Ala Asn Val Val Leu Gly Asp Asp Ser Leu Asn Asp Cys Arg He He 
260 265 270 

Phe Val Asp Glu Val Phe Lys He Glu Arg Pro Gly Glu Gly Ser Pro 
275 280 285 

Met oti ASP Asn Pr ° Met Arg Lvs Ser G1 V Pro Ser Cys Lys His 

290 295 300 

Cys Lys Asp Asp Val Asn Arg Leu Cys Arg Val Cys Ala Cys His Leu 
305 310 315 * 320 

Cys Gly Gly Arg Gin Asp Pro Asp Lys Gin Leu Met Cys Asp Glu Cys 
325 330 335 

Asp Met Ala Phe His He Tyr Cys Leu Asp Pro Pro Leu Ser Ser Val 
340 345 350 

Pro Ser Glu Asp Glu Trp Tyr Cys Pro Glu Cys Arg Asn Asp Ala Ser 
35 5 360 365 

Glu Val Val Leu Ala Gly Glu Arg Leu Arg Glu Ser Lys Lys Asn Ala 
370 375 380 



WO 00/78949 



PCT/FR00/01747 



Lys Met Ala Ser Ala Thr Ser Ser Ser Gin Arg Asp Trp Gly Lys Gly 
385 390 395 400 

Met Ala Cys Val Gly Arg Thr Lys Glu Cys Thr lie Val Pro Ser Asn 
405 410 415 

His Tyr Gly Pro He Pro Gly He Pro Val Gly Thr Met Trp Arg Phe 
420 425 430 

Arg Val Gin Val Ser Glu Ser Gly Val His Arg Pro His Val Ala Gly 
435 440 445 

He His Gly Arg Ser Asn Asp Gly Ser Tyr Ser Leu Val Leu Ala Gly 
450 455 460 

Gly Tyr Glu Asp Asp Val Asp His Gly Asn Phe Phe Thr Tyr Thr Gly 
465 470 475 480 

Ser Gly Gly Arg Asp Leu Ser Gly Asn Lys Arg Thr Ala Glu Gin Ser 
485 490 495 

Cys Asp Gin Lys Leu Thr Asn Thr Asn Arg Ala Leu Ala Leu Asn Cys 
500 505 510 

Phe Ala Pro He Asn Asp Gin Glu Gly Ala Glu Ala Lys Asp Trp Arg 
515 520 525 

Ser Gly Lys Pro Val Arg Val Val Arg Asn Val Lys Gly Gly Lys Asn 
530 535 540 

Ser Lys Tyr Ala Pro Ala Glu Gly Asn Arg Tyr Asp Gly He Tyr Lys 
545 550 555 560 

Val Val Lys Tyr Trp Pro Glu Lys Gly Lys Ser Gly Phe Leu Val Trp 
565 570 575 

Arg Tyr Leu Leu Arg Arg Asp Asp Asp Glu Pro Gly Pro Trp Thr Lys 
580 585 590 

Glu Gly Lys Asp Arg He Lys Lys Leu Gly Leu Thr Met Gin Tyr Pro 
595 600 605 

Glu Gly Tyr Leu Glu Ala Leu Ala Asn Arg Glu Arg Glu Lys Glu Asn 
610 615 620 

Ser Lys Arg Glu Glu Glu Glu Gin Gin Glu Gly Gly Phe Ala Ser Pro 
625 630 635 640 

Arg Thr Gly Lys Gly Lys Trp Lys Arg Lys Ser Ala Gly Gly Gly Pro 
645 650 655 

Ser Arg Ala Gly Ser Pro Arg Arg Thr Ser Lys Lys Thr Lys Val Glu 
660 665 670 

Pro Tyr Ser Leu Thr Ala Gin Gin Ser Ser Leu He Arg Glu Asp Lys 
675 680 685 

Ser Asn Ala Lys Leu Trp Asn Glu Val Leu Ala Ser Leu Lys Asp Arg 
690 695 700 
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Pro Ala Ser Gly Ser Pro Phe Gin Leu Phe Leu Ser Lys Val Glu Glu 

710 715 720 

Thr Phe Gin Cys lie Cys Cys Gin Glu Leu Val Phe Arg Pro He Thr 
725 730 735 

Thr Val Cys Gin His Asn Val Cys Lys Asp Cys Leu Asp Arg Ser Phe 
40 7 45 750 

Arg Ala Gin Val Phe Ser Cys Pro Ala Cys Arg Tyr Asp Leu Gly Arg 
DO 760 765 

Ser Tyr Ala Met Gin Val Asn Gin Pro Leu Gin Thr Val Leu Asn Gin 

775 780 

Leu Phe Pro Gly Tyr Gly Asn Gly Arg 
785 790 



<210> 3 

<211> 45 

<212> AON 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (45) 



<400> 3 



tk^ u*° ^ Hf 9 gCg 9CC 9CC gag act 9*c age agg cca gcc gat 4 5 

Thr His Gly Glu Ala Ala Ala Glu Thr Asp Ser A?g Pro lit Up 

5 10 15 



<210> 4 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

Thr His Gly Glu Ala Ala Ala Glu Thr Asp Ser Arg Pro Ala Asp 
5 10 15 



<210> 5 

<211> 78 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (78) 



<400> 5 

atg gtt gac aac ccc atg aga egg 
Met Val Asp Asn Pro Met Arg Ara 
1 5 



aag age ggg ccg tec tgc aag cac 4 8 
Lys Ser Gly Pro Ser Cys Lys His 
10 15 



tgc aag gac gac gtg aac aga etc tgc age 



78 
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Cys Lys Asp Asp Val Asn Arg Leu Cys Ser 
20 25 



<210> 6 

<211> 26 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

Met Val Asp Asn Pro Met Arg Arg 
1 5 

Cys Lys Asp Asp Val Asn Arg Leu 
20 



Lys Ser Gly Pro Ser Cys Lys His 
10 15 

Cys Ser 
25 



<210> 7 

<211> 525 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (525) 

<400> 7 

cga gag aag gag aac age aag agg gag gag gag gag cag cag gag ggg 4 8 

Arg Glu Lys Glu Asn Ser Lys Arg Glu Glu Glu Glu Gin Gin Glu Gly 
1 5 10 15 

ggc ttc gcg tec ccc agg acg ggc aag ggc aag tgg aag egg aag teg 96 
Gly Phe Ala Ser Pro Arg Thr Gly Lys Gly Lys Trp Lys Arg Lys Ser 
20 25 - 30 

gca gga ggt ggc ccg age agg gee ggg tec ccg cgc egg aca tec aag 144 
Ala Gly Gly Gly Pro Ser Arg Ala Gly Ser Pro Arg Arg Thr Ser Lys 
35 40 45 

aaa ace aag gtg gag ccc tac agt etc acg gec cag cag age age etc 192 
Lys Thr Lys Val Glu Pro Tyr Ser Leu Thr Ala Gin Gin Ser Ser Leu 
50 55 60 

ate aga gag gac aag age aac gec aag ctg tgg aat gag gtc ctg gcg 240 
He Arg Glu Asp Lys Ser Asn Ala Lys Leu Trp Asn Glu Val Leu Ala 
65 70 75 80 

tea etc aag gac egg ccg gcg age ggc age ccg ttc cag ttg ttc ctg 288 
Ser Leu Lys Asp Arg Pro Ala Ser Gly Ser Pro Phe Gin Leu Phe Leu 
85 90 95 

agt aaa gtg gag gag acg ttc cag tgt ate tgc tgt cag gag ctg gtg 336 
Ser Lys Val Glu Glu Thr Phe Gin Cys He Cys Cys Gin Glu Leu Val 
100 105 110 

ttc egg ccc ate acg ace gtg tgc cag cac aac gtg tgc aag gac tgc 384 
Phe Arg Pro He Thr Thr Val Cys Gin His Asn Val Cys Lys Asp Cys 
115 120 125 

ctg gac aga tec ttt egg gca cag gtg ttc age tgc cct gec tgc cgc 4 32 
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Leu Asp Arg Ser Phe Arg Ala Gin Val 
130 135 

tac gac ctg ggc cgc age tat gec atg 
Tyr Asp Leu Gly Arg Ser Tyr Ala Met 
145 150 

acc gtc etc aac cag etc ttc ccc ggc 
Thr Val Leu Asn Gin Leu Phe Pro Gly 
165 




PCT/FR00/01747 



Phe Ser Cys Pro Ala Cys Arg 
140 

cag gtg aac cag cct ctg cag 4 80 
Gin Val Asn Gin Pro Leu Gin 
155 160 

tac ggc aat ggc egg tga 525 
Tyr Gly Asn Gly Arg 
170 175 



<210> 8 

<211> 174 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Arg Glu Lys Glu Asn Ser Lys Arg Glu Glu Glu Glu Gin Gin Glu Gly 
1 5 10 15 

Gly Phe Ala Ser Pro Arg Thr Gly Lys Gly Lys Trp Lys Arg Lys Ser 
20 25 30 

Ala Gly Gly Gly Pro Ser Arg Ala Gly Ser Pro Arg Arg Thr Ser Lys 
35 40 45 

Lys Thr Lys Val Glu Pro Tyr Ser Leu Thr Ala Gin Gin Ser Ser Leu 
50 55 60 

He Arg Glu Asp Lys Ser Asn Ala Lys Leu Trp Asn Glu Val Leu Ala 
65 70 75 80 

Ser Leu Lys Asp Arg Pro Ala Ser Gly Ser Pro Phe Gin Leu Phe Leu 
85 90 95 

Ser Lys Val Glu Glu Thr Phe Gin Cys He Cys Cys Gin Glu Leu Val 
100 105 no 

Phe Arg Pro He Thr Thr Val Cys Gin His Asn Val Cys Lys Asp Cys 
115 120 125 

Leu Asp Arg Ser Phe Arg Ala Gin Val Phe Ser Cys Pro Ala Cys Arc? 
130 135 140 

Tyr Asp Leu Gly Arg Ser Tyr Ala Met Gin Val Asn Gin Pro Leu Gin 
145 150 155 160 

Thr Val Leu Asn Gin Leu Phe Pro Gly Tyr Gly Asn Gly Arg 
165 170 



<210> 9 

<211> 324 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 

atgtggatcc aggtteggae catggatggg aggcagaccc acacggtgga ctcgctgtcc 60 
aggctgacca aggtggagga getgaggegg aagatccagg agctgttcca cgtggagcca 120 



# 
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ggcctgcaga ggctgttcta caggggcaaa 
tacgaggtcc gcctgaatga caccatccag 
cacagcacca aggagcggga ctccgagctc 
cagagtgagt cagacaagtc ctcc 
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cagatggagg acggccatac cctcttcgac 180 
ctcctggtcc gccagagcct cgtgctcccc 240 
tccgacaccg actccggctg ctgcctgggc 300 

324 



<210> 10 
<211> 495 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 10 

gaggacatgt gggatgagac ggaattgggg 
cgggacacga acatgggggc gtggtttgag 
ccctcccggg acgagccctg cagctccacg 
taccacgtga aatacgacga ctacccggag 
gtccgagcgc gcgcccgcac catcatcaag 
atgctcaact acaaccccga caaccccaag 
tccaggaagc gcgagaccag gacggcgcgg 
gattctctga acgactgtcg gatcatcttc 
ggtgaaggga gcccc 



ctgtacaagg tcaatgagta cgtcgatgct 60 
gcgcaggtgg tcagggtgac gcggaaggcc 120 
tccaggccgg cgctggagga ggacgtcatt 180 
aacggcgtgg tccagatgaa ctccagggac 240 
tggcaggacc tggaggtggg ccaggtggtc 5^ 
gagcggggct tctggtacga cgcggagatc 360 
gaactctacg ccaacgtggt gctgggggat 420 
gtggacgaag tcttcaagat tgagcggccg 480 

495 



<210> 11 

<211> 915 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 11 

gtctgcgcct gccacctgtg cgggggccgg caggaccccg acaagcagct catgtgcgat 60 

gagtgcgaca tggccttcca catctactgc ctggacccgc ccctcagcag tgttcccagc 120 

gaggacgagt ggtactgccc tgagtgccgg aatgatgcca gcgaggtggt actggcggga 180 

gagcggctga gagagagcaa gaagaatgcg aagatggcct cggccacatc gtcctcacag 240 

cgggactggg gcaagggcat ggcctgtgtg ggccgcacca aggaatgtac catcgtcccg 300 

tccaaccact acggacccat cccggggatc cccgtgggca ccatgtggcg gttccgagtc 360 

caggtcagcg agtcgggtgt ccatcggccc cacgtggctg gcatccatgg ccggagcaac 420 

gacggatcgt actccctagt cctggcgggg ggctatgagg atgatgtgga ccatgggaat 4 80 

tttttcacat acacgggtag tggtggtcga gatctttccg gcaacaagag gaccgcggaa 54 0 

cagtcttgtg atcagaaact caccaacacc aacagggcgc tggctctcaa ctgctttgct 600 

cccatcaatg accaagaagg ggccgaggcc aaggactggc ggtcggggaa gccggtcagg 660 

gtggtgcgca atgtcaaggg tggcaagaat agcaagtacg cccccgctga gggcaaccgc 720 

tacgatggca tctacaaggt tgtgaaatac tggcccgaga aggggaagtc cgggtttctc 780 

gtgtggcgct accttctgcg gagggacgat gatgagcctg gcccttggac gaaggagggg 840 

aaggaccgga tcaagaagct ggggctgacc atgcagtatc cagaaggcta cctggaagcc 900 
ctggccaacc gagag 915 



<210> 12 
<211> 1366 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 12 

ggcagcgttt gccgagcggg cgctccgggt 
cgcacgcggt ttcatcgcca tccccagccg 
cggcgaccgg agaggtgagc gggcgggccg 
ggggctcggg aactttgcaa aactttcccg 
cactctgtcc cgggatccag ggcctcccct 
cacacatccg gctggagccg ggaccagcgc 
cgcgccgggt gggggagggc ctggcgagcc 
gcgcggggcg ccccgcgatt caattgtcgc 



cgcacgcaag tccgcgcggg gtccgggcca 60 
ggccaggcgc gcaggcagac aagctgttcg 120 
ggtcggggtg ccagcccggg ccgggcgcac 180 
cgcggccagc ccgggcgcac gcatgtcccg 240 
tccacctaac cctcgggaat cgttccccgg 300 
tgcgtccccg gagcccggcg gggggtcgag 360 
gccggggagg atgtcaggct ccgcgcctgc 420 
gcccgagccc gatttcgcgc gccctgagtt 480 
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ccccgggagc atctgggcca atggggagcg 
ccaataagag gcggctcaag tgaagggggg 
agtcccggcg gcgggggtgg gcgtgggctc 
tgcgggaggg acgccgaggg tccagggttt 
tcgaggtgag tcgcggggcg cgcgcgctcg 
ggccaccgcg gggcgggccc ggtcgcgcac 
gcgtgggcac cgaggggtcc cggggtccgc 
tggcacttgg ttaagttccc ccgggacctt 
ggattccctc ttccgtaaat aggaatccga 
aacgaaccaa ctcgggccac ttggcccggg 
gggatgggtt ggaccttctg cttttctttc 
aatcttcaac acttggctag tcgttaatgc 
tggccagggt ctggctgtac aggaggactg 
acaggccgga caaaagcaac cccgactcct 
aaaactgatg ggggtttatg ctgtccctcc 
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agcggggcgg ggcggccggg tgctgcggag 540 
cgggacttga cgagcggggg ccccctctgt 600 
gctggcgcga cccgcgcggg ccagtgggag 660 
ggaggggcgc gagctgccgg gggttggagg 720 
cgggtggccg ggacggggcg cggttaccat 780 
gcgcgcgggg ggggccggca aggagggggg 840 
ggatctcggg tggggttttt cccatttcag 900 
ctgaagttcc ggcccgcgct ggactttctg 960 
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